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PADUAN, Fernanda Neves. Temperatura na patogenicidade de Pantoea ananatis em
plantas de milho e na expressao de genes de viruléncia. 2024. 78f. Tese — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

Temperaturas baixas podem aumentar a severidade da mancha branca do milho, causada pela
bactéria Pantoea ananatis e uma das principais doengas da cultura. O objetivo deste estudo foi
investigar a dindmica populacional e expressdo génica de Pantoea ananatis em resposta a
exposi¢do a diferentes temperaturas. Inicialmente, foi extraido e quantificado o DNA das
bactérias isoladas para identificacdes quanto a espécie e a presenca do gene inaA.
Posteriormente, foram realizados testes de patogenicidade em milho e tabaco. A dindmica
populacional da bactéria in vitro foi analisada sob diferentes temperaturas, determinando a
concentracdo de células por densidade ptica (absorbancia) e contagem de células vidveis pela
técnica de microgota. A populagdo bacteriana em milho sob influéncia de temperatura também
foi analisada, coletando folhas em diferentes intervalos de tempo apds a inoculacio e avaliando
o nimero de Unidades Formadoras de Colonias por 0,1g de tecido foliar. Concomitantemente,
foi analisada por RT-qPCR a expressdo de genes de viruléncia da bactéria inoculada em milho
submetido a diferentes temperaturas. Os genes analisados incluiram aqueles relacionados a
motilidade, formacao de biofilme, quorum sensing e outros aspectos patogénicos. A frequéncia
de isolamento de P. ananatis a partir de lesdes caracteristicas de mancha branca foi de 76,6%.
Dos 30 isolados de Pantoea ananatis avaliados, os isolados MS2.7 e F6.1 ndo apresentaram o
gene inaA. Isolados como MS2.3, F1.1 e MS3.1, mesmo com o gene inaA, ndo causaram
sintomas em tabaco ou milho. Varia¢des térmicas impactaram significativamente a densidade
populacional da bactéria in vitro e in planta, com destaque para a duplicacdo da populacdo em
plantas submetidas a choques térmicos. A queda de temperatura intensificou a severidade das
lesdes em milho, ressaltando o papel desse fator ambiental na patogenicidade de P. ananatis. A
expressao dos genes hmsP e cspD em P. ananatis foi mais induzida em plantas expostas a
choques térmicos (25 °C com periodos de 15 °C a cada 12 horas), evidenciando maior formagao
de biofilme e producido de proteinas de choque frio. Houve aumento significativo na expressao
de motA e fliM relacionados a motilidade bacteriana, sendo 24 vezes maior em plantas
submetidas a choque frio. O gene do Sistema de Secrecdo Tipo VI funcional (76SS) teve
aumento significativo na expressao em plantas sob choque frio, destacando-se nas 48 horas
apo6s a inoculagdo. A reducdo de temperatura ndo afetou a expressdao do gene envolvido com
quorum sensing. Este estudo destaca o impacto de baixas temperaturas na dinamica
populacional, maior severidade de lesdes, viruléncia e expressdo diferencial de genes de P.
ananatis em milho.

Palavras-chave: Dinamica populacional. Impacto térmico. Mancha Branca do Milho.
Nucleagao de gelo. Zea mays.



PADUAN, Fernanda Neves.. Temperature on the pathogenicity of Pantoea ananatis
on corn plants and on the expression of virulence genes. 2024. 78f. Tese—
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

ABSTRACT

Low temperatures may increase the severity of maize white spot, caused by the bacterium
Pantoea ananatis, one of the main diseases affecting the crop. The aim of this study was
to investigate the population dynamics and gene expression of P. ananatis in response to
exposure to different temperatures. Initially, DNA was extracted and quantified from
isolated bacteria for species identification and detection of the inaA gene. Subsequently,
pathogenicity tests were conducted on maize and tobacco. Bacterial population dynamics
in vitro were analyzed under different temperatures, determining cell concentration by
optical density (absorbance) and viable cell count using the microdrop technique. The
bacterial population in maize under temperature influence was also analyzed by collecting
leaves at different time intervals after inoculation and assessing the number of Colony
Forming Units per 0.1g of leaf tissue. Concurrently, the expression of virulence genes of
the inoculated bacteria in maize subjected to different temperatures was analyzed by RT-
gPCR. The analyzed genes included those related to motility, biofilm formation, quorum
sensing, and other pathogenic aspects. The isolation frequency of P. ananatis from
characteristic white spot lesions was 76.6%. Out of the 30 Pantoea ananatis isolates
evaluated, isolates MS2.7 and F6.1 did not present the inaA gene. Isolates such as MS2.3,
F1.1, and MS3.1, even with the inaA gene, did not cause symptoms in tobacco or maize.
Thermal variations significantly impacted the bacterial population density in vitro and in
planta, with a doubling of the population in plants subjected to thermal shocks.
Temperature decrease intensified lesion severity in maize, highlighting the role of this
environmental factor in P. ananatis pathogenicity. The expression of hmsP and cspD
genes in P. ananatis was more induced in plants exposed to thermal shocks (25 °C with
periods of 15 °C every 12 hours), evidencing increased biofilm formation and cold shock
protein production. There was a significant increase in the expression of motA and fliM
genes related to bacterial motility, being 24 times higher in plants subjected to cold shock.
The functional Type VI Secretion System (T6SS) gene showed a significant increase in
expression in plants under cold shock, particularly at 48 hours after inoculation.
Temperature reduction did not affect the expression of the gene involved in quorum
sensing. This study highlights the impact of low temperatures on the population
dynamics, increased lesion severity, virulence, and differential gene expression of P.
ananatis in maize.

Key words: Ice Nucleation. Maize White Spot. Population Dynamics. Thermal Impact.
Zea mays.
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1 INTRODUCAO

Anteriormente considerada uma cultura resistente a doencas, o milho passou por
uma mudanga de perspectiva devido a uma epidemia de cercosporiose nos anos 2000
(COTA et al., 2013). A auséncia de rotagdo de culturas, o sistema de plantio direto e o
uso de cultivares suscetiveis contribuiram para perdas significativas. O aumento na
producgdo, cultivo continuo e clima favordvel propiciam a crescente importancia das
doencas no milho (CASA, REIS, ZAMBOLIM, 2006).

A mancha branca, antes uma preocupacdo secunddria, tornou-se uma das
principais doencas. Esta doenca afeta estdgios iniciais da cultura e causa reducdes
significativas na produtividade devido a senescéncia foliar precoce. Severidades de 10-
20 % podem reduzir a fotossintese em até 40 %, e, além disso, estimam-se reducdes de
até 60% na producao da cultura (CASELA, FERREIRA, PINTO, 2006; GODQY et al.,
2001).

Inicialmente descrita como causada por Phaeosphaeria maydis, evidéncias
sugerem que a presenca deste fungo seja oportunista, desenvolvendo-se na lesdo causada
pela bactéria Pantoea ananatis. Estudos demonstraram sintomas tipicos da mancha
branca quando inoculada a bactéria P. ananatis, além do reisolamento exitoso da bactéria
a partir dessas lesdoes (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001; PACCOLA-MEIRELLES,
2008; BOMFETI et al., 2008). A identificacio molecular da bactéria € relatada desde o
estdgio inicial de lesdes da doenca, enquanto a presenca do fungo foi observada apenas
em estadios mais avancados (GONCALVES et al., 2013).

A bactéria P. ananatis é considerada um patégeno emergente, relatada como
agente causal de diversas doencas em culturas como arroz (MONDAL et al., 2011; KINI
et al., 2017), cebola (CARR et al., 2010), melao (KIDO et al., 2008), milho (PACCOLA-
MEIRELLES et al., 2001; PEREZ-Y-TERRON et al., 2009; ALIPPI; LOPEZ, 2010),
morango (ABDEL-GAIED et al., 2022), eucalipto (COUTINHO et al., 2002) e trigo
(KRAWCZYK et al., 2010). Entretanto, ha relatos da presenga endofitica em tecidos
vegetais de milho, sem mesmo demonstrar sintomas (RIJAVEC et al., 2007), além de
promover o crescimento vegetal em algumas culturas (KIM et al., 2012b; SILVA et al.,
2015; LU et al., 2021).

Bactérias epifiticas frequentemente se encontram expostas a dessecagdo, radiacao
ultravioleta e variagdes de temperatura e precisam desenvolver mecanismos de adaptacao

para sobreviver (PFEILMEIER, CALY, MALONE, 2016). A bactéria P. ananatis,
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psicrotréfica, podendo crescer entre 4 e 30 °C, adaptando-se ao frio com estratégias que
incluem altera¢des na membrana plasmatica. A adaptacdo a baixa temperatura envolve a
regulacdo positiva de genes relacionados as proteinas de choque frio (Csps), que
permitem a aclimatacdo da bactéria e mantém a fluidez da membrana, além de auxiliar
em processos metabdlicos. Além disso, proteinas de choque frio podem regular genes de
viruléncia de bactérias (WU et al., 2019; WEI, SAWYER, BURBANK, 2021). A
expressao de genes dependente da temperatura € crucial para entender a patogenicidade
bacteriana, especialmente em patégenos de plantas, que ativam fatores de viruléncia em
baixas temperaturas (KONKEL; TILLY, 2000; SMIRNOVA et al., 2001).

Embora condi¢des ambientais com temperaturas proximas a 0 °C ocorram
eventualmente no outono-inverno no Centro Sul do Brasil, sabe-se que temperaturas
amenas ou oscilagdes na amplitude da temperatura possibilitam maior severidade da
macha branca do milho (COSTA et al., 2013). Pouco se sabe sobre como a temperatura
influencia na expressdo de genes de viruléncia de P. ananatis, relacionados com a
patogenicidade da bactéria. O efeito da temperatura deve ser estudado para genes
essenciais para a patogenicidade e viruléncia da bactéria, como exemplo aqueles relatados
para P. ananatis, quorum sensing (SIBANDA et al., 2016; SIBANDA et al., 2018),
motilidade flagelar (WELLER-STUART et al., 2016) e Sistema de Secre¢do Tipo VI
(SHYNTUM et al., 2015) e outros. Informagdes sobre a influéncia do ambiente nas
expressoes genotipicas do patdgeno sio essenciais para o entendimento da epidemiologia
da doenca.

O objetivo foi avaliar a influéncia da temperatura no processo patogénico de
Pantoea ananatis, através da caracterizacdo de isolados bacterianos quanto a presenga e
influéncia do gene de nucleacao de gelo (inaA) na patogenicidade, assim como regimes
de temperatura na dindmica populacional da bactéria in vitro e in vivo, na severidade de

lesdes em milho e na expressdo de genes de viruléncia da bactéria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO MILHO (Zea mays L.)

Um dos cerais mais cultivados no mundo, o milho (Zea mays) esta presente em
todos os estados do Brasil. E comumente cultivado e colhido durante duas safras, no
entanto, a terceira safra ja € realidade na regidao Norte e Nordeste do Brasil desde 2019.
O milho conhecido como de primeira safra ou de verdo, € tipicamente semeado entre
setembro e dezembro e colhido entre janeiro e maio. O cultivo do milho de segunda safra
ou “safrinha”, no entanto, é cultivado durante o outono e inverno do Hemisfério Sul, entre
os meses de janeiro a julho e colhido entre julho e agosto. Por sua vez, o cultivo da terceira
safra ocorre entre abril e maio, com colheita entre novembro e janeiro (CONAB, 2023a).

A importancia do milho safrinha tomou grandes proporc¢des a partir de meados de
1970 e 1980, quando ocorria o cultivo de soja durante o verdo e, devido ao clima quente
e extensdo das chuvas, viabilizava-se o cultivo de milho durante o outono e inverno.
Como cultivo da soja se expandiu devido a forte demanda e alta rentabilidade, o cultivo
de milho se concentrou na segunda safra. Inicialmente referido como ““safrinha” atribuido
ao pequeno volume e em relacdo a producdo do milho de verdo, atualmente este
representa quase trés quartos da producdo total de milho no Brasil. O milho de verdo
apresenta-se responsdvel por apenas um quarto da producdo, enquanto a participacdo do
milho terceira safra ainda é relativamente pequena, estimado em 5,6% (USDA, 2022;
CONAB, 2023a).

O Brasil € o terceiro maior produtor e exportador de milho no mundo (USDA,
2022). Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2023a), a
safra de verdo 2022/2023 apresentou decréscimo de 2,3% em dreas plantadas em
comparagdo a safra anterior, no entanto, apresentou aumento de 9,4% na producao,
totalizando 27.373,2 mil toneladas do grao. De acordo com a Companhia, o acréscimo
em produgdo foi consequéncia do clima mais favordvel e da melhor eficiéncia produtiva
do setor.

Para o milho segunda safra (2022/2023), as produtividades superaram as da safra
anterior. Os nimeros de drea plantada, producao, e produtividade sao recordes registrados
pela CONAB para a segunda safra de milho, com cerca de 17.179,6 mil hectares de milho

segunda safra, expectativa de colheita de 102.164,5 mil toneladas e produtividade média
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de 5.947 kg. ha'. No Mato Grosso foi registrado recorde de produtividade, com média de
6.886 kg. ha'! e producio de 50.731,2 mil toneladas (CONAB, 2023a).

Embora a maior producdo de milho seja advinda da safrinha, a produtividade da
primeira safra foi relativamente maior nos ultimos anos (CONAB, 2023b). Segundo a
USDA (2022), diversos fatores podem estar relacionados. Um destes fatores seria um
possivel atraso na colheita da soja e consequentemente atraso na semeadura do milho, o
que implica em plantio fora da janela ideal, sujeitando a cultura a condicdes
desfavordveis. Outro pronto se deve ao fato de grande parte do milho safrinha ser
cultivado no cerrado, com solos menos férteis, que exigem maior investimento no
manejo. A soja normalmente apresenta precos mais elevados em comparac¢ao ao milho,
portanto, os produtores priorizam aplicagdes de insumos para esta cultura. No entanto,
este cendrio tem passado por mudancas desde que os precos do milho t€ém aumentado de
forma constante (USDA, 2022). De acordo com a CONAB (2023b), a produtividade
média na primeira safra 2022/2023 foi de 6.159,5 kg. ha'!, j4 a segunda safra do mesmo
ano obteve média de 5.948 kg. ha'l.

No ambito nacional, o interesse pela producdo de etanol a partir do cereal
incrementou as boas expectativas para o milho (USDA, 2022). De acordo com Nastari
(2018), proje¢des que indicam a expansdo da produgdo de etanol de milho no Brasil estdo
relacionadas ao crescimento acelerado da produ¢do de milho. Estima-se que para a safra
2023/2024, a producido brasileira de etanol de milho deve alcancar 6 bilhdes de litros,
36% a mais que no ciclo anterior € aumento de 800% nos ultimos cinco anos (SENAR,
2023).

A previsdo realizada pela USDA (2022) para a safra de 2022/2023 é que a
disponibilidade de fertilizantes impactasse negativamente o Brasil, assim como o
crescente custo de producdo, com aumento estimado em 35% em relacdo a safra
2021/2022. O Brasil é o maior importador mundial de fertilizantes, com 85% de todos os
nutrientes agricolas adquiridos no exterior, sendo o milho responsavel por consumir 17%

do total de fertilizantes usados pelos produtores no Brasil (USDA, 2022).

2.2 MANCHA BRANCA DO MILHO
Pouca importancia foi dada a mancha branca apds os primeiros registros de
ocorréncia na cultura. De acordo com Cota et al. (2013), o milho foi considerado uma

cultura rudstica para a ocorréncia de doengas, sendo o manejo anteriormente dispensado
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por produtores e técnicos. A mudanga no cendrio sobre a importancia de doengas em
milho pode ter iniciado devido a uma severa epidemia de cercosporiose, ocorrida na safra
dos anos 2000 no Estado de Goids. Na época, a rotacdo de culturas era pouco empregada,
e predominava na regido o cultivo em sistema de plantio direto. Aliado a estes fatores, o
uso de cultivares suscetiveis e condi¢des ambientais favordveis durante o periodo
influenciaram na ocorréncia severa da doenca, acarretando em perdas de até 80% no
rendimento da cultura (COTA et al., 2013).

O aumento da producdo e do cultivo, a possibilidade de safras consecutivas e a
presenca de clima favordvel sdo alguns dos fatores que contribuem para a crescente
relevancia de doengas em milho. As perspectivas em relacao a incidéncia de doengas de
milho sdo ainda mais relevantes, ja que a prioridade do melhoramento genético tem sido
a obtencao de materiais com elevada capacidade produtiva. Aliado a este fator, o sistema
de producdo contribui para a permanéncia de patégenos no campo (CASA, REIS,
ZAMBOLIM, 2006; COTA et al., 2013).

Em meados dos anos 80, a mancha branca foi considerada uma doenca de
importancia secundaria, devido a que sua ocorréncia no final do ciclo da cultura ndo
causava grandes perdas de rendimento (CERVELATTI et al., 2002). O aumento da
ocorréncia e severidade da doenca foram observados a partir dos anos 90. A partir de
entdo, € considerada uma das principais doengas da cultura, sendo observada em estadios
mais iniciais da cultura e encontrando-se presente em todas as regides produtoras
(BORSOI et al., 2018; FERNANDES; OLIVEIRA, 2000; PACCOLA-MEIRELLES et
al., 2001).

Em condi¢des favordveis a mancha branca pode diminuir o ciclo da planta devido
a senescéncia foliar precoce. A diminuicao da area foliar sadia causa perdas consideraveis
na produtividade da cultura devido a reducdo da eficiéncia da fotossintese. Severidades
entre 10-20 % foram capazes de reduzir a fotossintese em aproximadamente 40 %,
ocasionando reducdes equivalentes a 60 % na producao final da cultura (PINTO, 1999;

GODOY et al., 2001).

2.2.1 Sintomatologia
Um dos sintomas caracteristicos da doenca € o surgimento inicialmente de lesdes
aquosas de coloracdo verde-oliva. As lesdes evoluem para manchas necréticas de

coloracdo palha (FANTIN, 1994; FERNANDES; OLIVEIRA, 2000). Geralmente se
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caracterizam por formatos oblongo e irregulares, medindo entre 0,3 a 2,0 cm. As lesdes
podem coalescer e tornar-se de forma irregular (PARENTONI et al., 1994). De acordo
com Paccola-Meirelles et al. (2002) o tamanho das lesdes € dependente da resisténcia da
planta a doenca.

O progresso das lesdes foi descrito por Paccola-Meirelles et al. (2001), em uma
escala de 1 a 4, conforme Figura 1. O primeiro estdgio corresponde ao surgimento de
lesdes do tipo anasarca com coloracdo verde oliva; no estdgio 2 as manchas se tornam
acinzentadas, no estdgio 3 o avanco da doenga se caracteriza por manchas necréticas sem
estruturas reprodutivas flingicas visiveis. O dltimo estdgio é representado por manchas
necrdticas com estruturas flingicas visiveis.

Figura 1. Estagios 1, 2, 3 e 4 de lesdes da mancha branca do milho causada pela bactéria
Pantoea ananatis.

Foto: Fernanda N Paduan.

Os sintomas da mancha branca geralmente sdo encontrados dispersos no limbo
foliar, mas iniciam-se da ponta para a base das folhas inferiores durante o periodo de
floracdo. Os sintomas em folhas inferiores progridem rapidamente em direcdo a parte
superior da planta, que se tornam mais graves apds o pendoamento. A doenca também foi
observada em plantas mais jovens, com cerca de 40 dias, afetando suas folhas superiores
e toda a planta, incluindo a espiga. Em condi¢Oes favoraveis, a doenga causa seca

prematura da planta e sérios danos ao processo de enchimento dos graos, com redugao de
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ciclo e diminuicdo no tamanho e peso dos grios (SAWAZAKI et al.,, 1997;
FERNANDES; OLIVEIRA 2000; COSTA et al., 2011).

2.2.2 Condigdes Para o Desenvolvimento da Mancha Branca do Milho

De acordo com Fantin (1994), a severidade da doenca aumenta quando em
condic¢des de alta umidade relativa e temperaturas moderadas. O papel da temperatura e
da 4gua para a ocorréncia da mancha branca também foram destacados por Fernandes et
al. (1995) e Sawazaki et al. (1997) ressaltando que a doenca € favorecida por temperaturas
moderadas, em torno de 14 °C, e alta umidade relativa do ar associada a frequentes
periodos de chuva.

Relatos indicam que temperaturas amenas determinam maiores severidades da
mancha branca em milho, Fernandes et al. (1995), verificaram que em condi¢des de
baixas temperaturas (<14 °C) e umidade relativa (>60%) foram observados altos niveis
de severidade. No entanto, em temperatura superior a 14 °C e umidade relativa abaixo de
60%, ndo foram observados sintomas da doenga. Costa et al. (2013) também observaram
o aumento da severidade da doenca com o decréscimo da temperatura e condi¢des de
umidade relativa em torno de 75%, assim como Costa et al. (2011), que ressaltam que
condic¢des de temperaturas amenas (15 a 20°C) e elevada umidade relativa do ar (>60%)
sdo favoraveis para o desenvolvimento da mancha branca. A precipitacdo acumulada foi
ressaltada por Mesquini et al. (2020) como uma variavel determinante para a ocorréncia
de doencas foliares em milho, entre elas, a mancha branca. Costa et al. (2013)
demonstraram um aumento da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)
com a diminui¢do da temperatura minima média didria de duas épocas de plantio (19,44
°C e 17,42 °C, nas épocas 1 e 2 respectivamente), em que a umidade relativa média
manteve-se em torno de 75%. Os autores atribuiram, portanto, o aumento da severidade
decorrente da diminui¢do da temperatura média, uma vez que a umidade se manteve
uniforme.

A pratica de semeadura tardia de milho, realizadas a partir de novembro, permitem
que a cultura se desenvolva sob altas precipitacdes, propiciando as condicdes adequadas
para o desenvolvimento da doenca (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997). Estas condi¢des
ocorrem com frequéncia durante o periodo de cultivo do milho em vérias regides do Brasil

(FANTIN, 1994).
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2.2.3 Manejo da Doenca

De acordo com Cota et al. (2013) algumas medidas podem auxiliar na reducao do
in6culo inicial e nos danos causados por doencas de plantas. Os autores citam medidas
como a utilizagdo de cultivares resistentes; realizacao da semeadura em época adequada;
utilizacdo de sementes de boa qualidade; utilizacdo da rotagdo com culturas ndo
suscetiveis; rotacdo de cultivares; manejo adequado da lavoura com principios gerais de
controle de doengas.

O uso da resisténcia genética € uma alternativa vidvel para o manejo da mancha
branca (SAWAZAKI et al., 1997; COSTA et al., 2013). A resisténcia a mancha branca é
considerada uma caracteristica quantitativa com alta herdabilidade, controlada por um
numero relativamente pequeno de genes com efeito aditivo e baixa interacdo genétipo x
ambiente (CARSON et al. 2005; LOPES et al., 2007; LANA et al. 2017). Resultados
demonstram a existéncia de fontes de resisténcia a doenga no germoplasma de milho,
como para os hibridos BRS1030 e BRS1035 (COSTA et al., 2011).

A época de semeadura também pode interferir na ocorréncia da mancha branca.
Segundo Fernandes e Oliveira (2000), as semeaduras realizadas a partir de novembro
(tardia — safra de verdo) permitem que a cultura se desenvolva sob condi¢des adequadas
para o desenvolvimento da doenga, como a alta pluviosidade. Na semeadura, o cuidado
com a utilizacdo de sementes contaminadas com P. ananatis pode resultar na introdu¢ao
do patégeno em campos de producdo. De acordo com Mamede e Tebaldi (2020), a
bactéria P. ananatis foi detectada em sementes de milho cinco genétipos, provenientes
de plantas com sintomas de mancha branca.

Mesmo com o uso de cultivares resistentes e principalmente com cultivares
suscetivels ou com moderada resisténcia, a utilizagdo de fungicidas tem sido uma medida
bastante utilizada. Embora de etiologia bacteriana, o controle da mancha branca tem sido
pouco eficiente com o uso de antibidticos. Segundo Romeiro (2005), embora possuam
acdo in vitro, fatores como a falta de resisténcia a chuva, baixa absorcdo e translocagao
na planta fazem com que o uso de antibiéticos no campo nio seja recomendado.
Fungicidas do grupo quimico das estrobilurinas foram responsaveis pela maior eficiéncia
no controle da mancha branca do milho. Em contrapartida, fungicidas triazdis,
benzimidazois e cloreto de benzalconio e os antibidticos oxitetraciclina e kasugamicina,
apresentaram baixa ou intermedidria eficiéncia no controle da doenga em condi¢do de
campo (COSTA et al., 2012), assim como o uso de fungicidas protetores, como o

mancozebe (FERNANDES, ROSA, LIMA, 2020).
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2.2.4 Etiologia da Doenca

A etiologia da mancha branca do milho foi motivo de controvérsia entre a
comunidade cientifica. Desde o inicio dos relatos da doenca no Brasil, a etiologia da
doenca foi associada ao fungo Phaeosphaeria maydis, tinha como base a sintomatologia
da doenca e descricoes visuais de estruturas de reproducdo sexuada e assexuada
encontradas nas lesdes, desconsiderando o isolamento e a identificacdo do patdgeno e
testes de patogenicidade ou postulados de Koch (FANTIN, 1994; SAWAZAKI et al.,
1997). No entanto, a dificuldade do isolamento de P. maydis e a falta da reproducdo de
sintomas da doenca com sua inoculacio mesmo em condi¢des controladas, fizeram com
que a etiologia fosse questionada (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001; CERVELATTI
et al., 2002). Os fungos Phoma sorghina, Phoma sp., Phyllosticta spp., € Sporormiella
sp. foram apontados por Amaral et al. (2005) como agentes etiol6gicos da mancha branca.
Entretanto, o isolamento de cada uma dessas espécies foi restrita a uma condicdo
ambiental especifica e variou de acordo com as regides e estacdes do ano.

Em 2001 foi relatada a presenca da bactéria Pantoea ananatis em lesdes jovens
da mancha branca, sugerida como agente causador da doenca (PACCOLA-MEIRELLES
et al., 2001). Plantas inoculadas com P. ananatis sob condi¢des controladas manifestaram
os sintomas tipicos da doenga entre 5 a 7 dias apds a inoculagao.

Estudos com microscopia eletronica de transmissdo realizados por Bomfeti et al.
(2008) identificaram um grande ndmero de células bacterianas nos espagos intercelulares
de lesdes de mancha branca. Os autores ndo observaram a presencga de estruturas fingicas
em lesOes jovens. A realizagdo da técnica de PCR em lesdes jovens resultou em
amplificacdo positiva com primers bacterianos. Nenhuma amplificacdo foi observada
para primers fingicos em lesdes iniciais, com resultados positivos foram encontrados
apenas em lesdes mais velhas. Gongalves et al. (2013) também observaram a presenca da
bactéria desde o inicio dos sintomas. Os autores concluiram que P. ananatis seria o
patégeno primdrio da doenga e a presenca de espécies fungicas seria devido a posterior

colonizagdo.

2.3 Pantoea ananatis
Inicialmente descrita como Erwinia ananas (SERRANO, 1928), a classificacao

da bactéria foi modificada para Pantoea ananas (MERGAERT et al.,1993), e definida
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posteriormente para Pantoea ananatis ( TRUPER; DE’CLARI, 1997). Trata-se de uma
bactéria Gram-negativa, com coldnias de colora¢do amarelo brilhante, bordos regulares,
ndo esporulante, anaerdbica facultativa. Pertence a familia Enterobacteriaceae no grupo
Gammaproteobacteria, apresentando um cromossomo e um plasmideo (CHOI et al.,
2012; DE MAAYER et al., 2010).

P. ananatis pode ser observada epifiticamente em plantas, sem estar associada a
uma doenga. No entanto, estas plantas podem atuar como fonte de indculo e desta forma
propiciar a ocorréncia de surtos de doengas em hospedeiros suscetiveis cultivados nas
proximidades. Quanto a patogenicidade em plantas, P. ananatis t€m sido reportada como
emergente agente etioldgico de doencas em vdrias culturas. Em milho ela foi descrita
causando a doenca foliar pela primeira vez no Brasil por Paccola-Meirelles et al. (2001),
na Africa do Sul por Goszczynska et al. (2007), no México por Pérez-y-Terrén et al.
(2009), na Argentina por Alippi & Lopez (2010) e na Polonia por Krawczyk et al. (2010).
P. ananatis também foi reportada causando doencas na cultura do arroz (MONDAL et
al., 2011; XUE et al., 2021), trigo (KRAWCZYK et al., 2020), cebola (GOSZCZYNSKA
et al., 2006; CARR et al., 2010), meldo (KIDO et al., 2008), eucalipto (DE MAAYER, et
al., 2010) e morango (ABDEL-GAIED et al., 2022).

Embora esta bactéria seja capaz de causar doengas, também tem sido relatada
atividades promotoras de crescimento em plantas com mecanismos de producdo de
siderd6foros, auxinas (acido indol-acético) e celulase (KIM et al., 2012a; SILVA, et al.,
2015; MEGIAS et. Al.,, 2017; LU et al., 2021) e antagonistas a outros fitopatdgenos
(GASSER et al., 2014). A versatilidade de P. ananatis pode estar associada a ampla
variabilidade genética encontrada entre isolados e, por esse motivo, estudos voltados ao

entendimento dos mecanismos de patogenicidade sdo cada vez mais relevantes.

2.3.1 Patogénese Bacteriana

De acordo com Pfeilmeier, Caly e Malone (2016), o processo de infec¢do de uma
bactéria em planta no € simples. Em contato com o hospedeiro, bactérias devem primeiro
sobreviver na superficie epifitica o tempo suficiente para iniciar uma infec¢do. Apds a
sobrevivéncia epifitica, os fitopatdgenos devem migrar para o tecido vegetal por
movimentacao e/ou quimiotaxia. Essa migracdo estd associada a superacdo das barreiras

fisicas e quimicas de entrada no apoplasto da planta. Uma vez dentro da planta, as
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bactérias usam uma série de sistemas de secre¢do para liberar fitotoxinas e efetores

proteicos que cumprem diversas fungdes patogénicas (Figura 2).

Figura 2. O processo de infeccdo de bactérias em plantas. 1. Sobrevivéncia epifitica e
formacao de biofilme. 2. Migra¢ao impulsionada por flagelos/pili através das superficies
das plantas para locais de entrada apopléstica. 3. Liberacao de fitotoxinas para contornar
o fechamento estomatico. 4. Nucleacdo de gelo para danificar as superficies das plantas.
5. Secrecdo de enzimas extracelulares para degradar as paredes celulares e permitir a
entrada do patdégeno no tecido vegetal. 6. Secrecdo de fitotoxinas para modificar a
fisiologia, o metabolismo e as respostas de defesa das plantas.

Fonte: Adaptado de Pfeilmeier, Caly e Malone (2016).

2.3.1.1 Aclimatagdo ao choque térmico frio

Bactérias epifiticas frequentemente estdo expostas a dessecacdo, radiacdo
ultravioleta, alteracdes adversas de temperatura e perturbacdes mecanicas. As respostas
metabodlicas ao frio e ao choque osmético, bem como a dessecacdo e ao estresse
contribuem para a sobrevivéncia epifitica (PFEILMEIER, CALY, MALONE, 2016).

A bactéria P. ananatis, pertencente ao grupo das psicrotroficas, termo
recomendado para qualquer microrganismo capaz de crescer sob temperaturas iguais ou
menores que 7°C, independente de qual seja a temperatura ideal (THOMAS; THOMAS,
1973; MORITA, 1975), apresenta crescimento em temperaturas de 4 e 30 °C (SUMAN
et al., 2020), com crescimento ideal entre 25 e 37 ° C. A compreensdo dos mecanismos
pelos quais as bactérias se adaptam ao frio ainda € desconhecido. No entanto, o
crescimento e a multiplicagdo celular nessas temperaturas indicam que essas bactérias
desenvolveram estratégias adaptativas para manter a atividade enzimética e a
funcionalidade da membrana (HEBRAUD, M. et al, 1999).

Rowbury (2003) cita que uma das adaptagdes ocorre na membrana plasmadtica,

que atua como interface entre os ambientes externo e interno da célula e pode ser um dos
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principais sensores de frio. Quando expostas a temperaturas baixas, ocorre uma
diminui¢do na fluidez da membrana, o que prejudica as fun¢des de transporte, geragcao de
energia e divisdo celular (VIGH et al., 1993). Ao mesmo tempo, a rigidez da membrana
ativa uma proteina sensora, que emite um sinal primério para a percep¢ao ao frio. A
sobrevivéncia a baixa temperatura depende da capacidade do sensor de perceber e traduzir
o sinal para o genoma bacteriano, provocando a regulacdo positiva de genes cujos
produtos provavelmente estardo envolvidos na adaptagdo ao frio. Para se adaptar a baixa
temperatura, ocorre a restauragao da fun¢do da membrana, aumentando a fluidez através
de estratégias como a alteracdo do tamanho e a carga dos grupos hidrofilicos e a propor¢ado
de 4cidos graxos de cadeia curta e longa (SHIVAJI; PRAKASH, 2010; MANSILLA;
MENDOZA, 2019).

Outro aspecto da adaptacao ao frio diz respeito a sintese de um conjunto especifico
de proteinas que nio sdo presentes em temperaturas mais amenas. Esta particular classe
de proteinas, conhecidas como proteinas de aclimatacdo ao frio (Caps), € sintetizado
durante crescimento em baixa temperatura. Tais proteinas foram descritas em uma
variedade de bactérias adaptadas ao frio filogeneticamente nio relacionadas (ARAKI,
1992; ROBERTS; INNISS, 1992; WHYTE; INNISS, 1992; HEBRAUD et al., 1994;
BERGER et al., 1996). A presenca de Caps parece ser uma caracteristica geral de
bactérias adaptadas ao frio, que os diferenciam dos microrganismos mesofilicos.

As proteinas induzidas por choque frio desempenham papel importante nesses
mecanismos de superagdo da redugdo da temperatura (HEBRAUD, M. et al, 1999). De
acordo com Hébraud et al. (1999), as proteinas de choque frio (Csps) sdo super expressas
ap6s uma queda brusca de temperatura, e a magnitude de sua indugdo depende da faixa
de mudancga de temperatura. Estas proteinas podem estar envolvidas em importantes
processos metabdlicos em baixa temperatura, mantendo a fluidez da membrana e/ou
substituindo peptideos desnaturados a frio, cujo acimulo seria deletério para as células.

Segundo Weber e Marahiel (2003), a andlise da expressdo genética dependente da
temperatura € essencial para compreender diversas fungdes celulares e sobretudo a
patogenicidade bacteriana. A produgdo de fatores de viruléncia bacteriana necessarios
para interagir e/ou invadir uma célula hospedeira € controlada pela temperatura
(KONKEL; TILLY, 2000). Muitos patégenos de plantas como Erwinia e Pseudomonas
demonstraram ativar a expressdo do fator de viruléncia em exposicdo a baixa
temperatura. Dentre os determinantes de viruléncia expressos, constaram aqueles

relacionados a transferéncia de genes de bactérias para plantas, enzimas que degradam a
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parede celular das plantas, fitotoxinas, atividade de nucleagdo de gelo, producdo de

exopolissacarideos e a sistema de secrecdo tipo III (SMIRNOVA et al., 2001).

2.3.1.2 Biofilme

Biofilmes sdo compostos por uma matriz de substincias poliméricas
extracelulares (EPS) que cobre e protege as bactérias em comunidade. A formacdo de
biofilme aumenta a resisténcia a diminui¢ao de nutrientes, mudancas no pH e atua contra
o sistema de defesa do hospedeiro ou antibidticos, além de aumentar a fixa¢do na
superficie do hospedeiro. Segundo Jeong et al., (2014), a baixa temperatura € um dos
fatores que afetam a sintese de EPS.

De acordo com Wu et al. (2012), a adi¢do de EPS aumentou a sobrevivéncia de
bactérias em 1000 a 10000 vezes quando expostas ao congelamento e descongelamento.
Uma mutacdo em cepa de Xanthomonas citri subsp. citri resultou em comprometimento
do desenvolvimento estrutural do biofilme, perda de quimiotaxia e reducdo da viruléncia
em toranjas (YARYURA et al., 2015). Além da protecdo, o EPS influencia na
patogenicidade através da producdo de toxinas (DENNY, 1995).

2.3.1.3 Motilidade

Uma vez em condi¢Oes que permitam a entrada no hospedeiro, bactérias utilizam
vérios sistemas de motilidade para migrarem pela superficie da folha para locais de acesso
ao interior da planta. A motilidade impulsionada pelos flagelos confere vantagens de
aptidao epifitica em P. syringae (HAEFELE; LINDOW, 1987), e € altamente importante
para a colonizacdo de superficies e viruléncia eficaz das plantas (TANS- KERSTEN et
al., 2001).

A motilidade de P. ananatis também interfere diretamente na severidade de
doencas. A capacidade de se espalharem na superficie ou em espacos intercelulares se
deve a utilizacdo de flagelos, estruturas especializadas para a motilidade natatdria, mas
que sdo considerados fatores de viruléncia, desempenhando também funcdo de adesao
(HAIKO; WESTERLUND- WIKSTROM, 2013). De acordo com Weller-Stuart et al.
(2016), a motilidade de bactérias fitopatogé€nicas podem ser através da rotacao de flagelos
ou pela contragdo de pilis. Os autores observaram que uma cepa mutante de P. ananatis
com a delecao do gene figK, responsavel pela formacao do flagelo, resultou em células

ndo flageladas, enquanto a delecdo do gene motA, que codifica para proteina responsavel
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pela rotacao flagelar, foi flagelado, mas ndo moével. A auséncia dos genes fIgK e motA
fizeram com que a cepa de P. ananatis perdesse a capacidade de causar sintomas em
folhas de cebola, segundo os autores, devido a incapacidade de se fixar a planta

hospedeira e/ou mover-se para o local da infeccao.

2.3.1.4 Quorum sensing

O processo que define se as bactérias permanecerao na superficie das folhas ou
invadirdo o interior do hospedeiro € crucial para o inicio e a continuidade das infeccoes
em plantas. As bactérias possuem a capacidade de agir coletivamente, e, comportamentos
coordenados incluem a producao de fatores de viruléncia. Em grande parte, este processo
€ mediado por vias de sinalizagdo baseadas em moléculas. O mecanismo de quorum
sensing (QS) € utilizado para a comunicagdo entre bactérias e para avaliar a densidade
celular através de moléculas sinalizadoras, chamadas autoindutoras. Moléculas
autoindutoras sao detectadas pelas bactérias no ambiente e afetam a expressdo génica
quando um nivel limite, que reflete uma densidade celular critica, é atingido. Estes
sistemas regulam a motilidade e a formagdo de biofilme, a expressio de genes de
viruléncia e a comunica¢cdo com outras bactérias (PFEILMEIER; CALY; MALONE,
2016).

A deteccao de quérum permite que grupos de bactérias alterem o comportamento
de forma sincrona em resposta a mudancgas na densidade populacional (MUKHERJEE;
BASSLER, 2019). Em P. ananatis isolada de plantas de milho, identificou-se a molécula
acil-homoserine-lactona (AHL) como sinalizadora do quorum sensing (POMINI et al.,
2007). As moléculas de AHLSs sdo sintetizadas e difundidas tanto dentro quanto fora das
células bacterianas, resultando no aumento da concentracdo e acimulo de AHL no meio.
Essas moléculas se ligam a uma proteina receptora, regulando a expressiao de diversos
genes responsaveis por processos como simbiose, conjugacao, producao de antibidticos,
motilidade e patogenicidade (PEARSON et al., 1994; MILLER; BASSLER, 2001). O
sistema regulador, portanto, é formado por uma molécula autoindutora de AHL (I) e uma
molécula receptora (R). Existem trés sistemas reguladores do QS descritos para Pantoea
ananatis, Luxl/LuxR, Eanl/R e RhlI/R.

Morohoshi et al. (2007) observaram que a inativagdo do sistema de QS Eanl/R,
gene indutor de AHL (eanl), em cepa de P. ananatis causou interrup¢do da biossintese

de exopolissacarideos, formagao de biofilme e infeccao de folhas de cebola. O sistema
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Eanl/R de P. ananatis foi descrito como responsavel pela regulagdo de vérios genes,
incluindo aqueles que codificam para a formacgao de flagelos, motilidade dependente de
flagelos, adesdo celular, formagcdo de biofilme, transporte, quimiotaxia, proteinas de
membrana, sintese de parede celular, resposta ao estresse € um grande numero de
proteinas hipotéticas (SIBANDA et al., 2018).

Um estudo realizado por Tabraiz et al. (2021) demonstra que a queda de
temperatura pode influenciar a producdo, excrecdo e atividade das moléculas de AHL
envolvidas no quorum sensing, afetando a comunicacdo e o comportamento social das
comunidades microbianas em biorreatores de membrana anaerdbica. Em biorreatores
anaerdbicos, a baixa temperatura aumentou a atividade do quorum sensing, devido a

estresse ambiental, competicao entre espécies e fome bacteriana.

2.3.1.5 Sistema de Secre¢do Tipo VI

Como parte do processo infeccioso, bactérias sdo capazes de liberar compostos
toxicos, metabolitos secundarios e antimetabdlitos quando em contato com o hospedeiro,
a fim de inibir ou inativar compostos de defesa do hospedeiro. Bactérias Gram-negativas
utilizam sistemas de secrecdo, classificados em tipos I, II, III, IV, V e IV (KADO, 2010).

Cepas fitopatogénicas de P. ananatis utilizam um Sistema de Secrecdo Tipo VI
(T6SS) tanto para a viruléncia em plantas de cebola quanto para competicdo bacteriana
intra e interespécies (SHYNTUM et al., 2015). Shyntum et al. (2014) identificaram trés
diferentes loci do T6SS em P. ananatis, denominados T6SS-1, T6SS-2 e T6SS-3, sendo
o T6SS-2 presente em apenas algumas cepas. Os autores citam que os trés agrupamentos
de T6SS parecem ter sido adquiridos independentemente e podem desempenhar papéis
diferentes relacionados a patogenicidade, determinacdo da gama de hospedeiros e/ou
adaptacao de nicho. Essa hipotese foi confirmada por Shyntum et al. (2015), onde a
delecdo do agrupamento T6SS-1 fez com que uma cepa patogénica de P. ananatis
perdesse a capacidade de causar doenca em folhas de cebola. Esses resultados indicam
que o cluster de genes T6SS-1 provavelmente codifica um 76SS funcional que tem um

papel essencial na patogenicidade.

2.3.1.6 Nucleacdo de gelo e proteina omptin
Além da entrada por aberturas naturais, as bactérias fitopatogé€nicas podem

adentrar no apoplasto através de feridas na epiderme do hospedeiro. Muitos patégenos
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produzem enzimas e outras proteinas que danificam a parede celular e assim permitem a
entrada no tecido vegetal (PFEILMEIER; CALY; MALONE, 2016).

P. ananatis € uma das poucas espécies de bactérias que demonstram a capacidade
de nucleacgdo de gelo (ABE et al., 1989; OBATA et al., 1990), sendo apontado por autores
como um dos fatores relacionados a patogenicidade e no desenvolvimento da doenca
mancha branca do milho (ROCHA et al., 2019). O fendmeno de nucleacao de gelo por
bactérias possibilita a formacao de cristais de gelo na dgua, em temperaturas ligeiramente
mais altas do que normalmente ocorreria (SAUER et al., 2014, SAUER et al., 2015).

Em condicdes ambientais favordveis, a presenca de bactérias nucleadoras de gelo
podem fazer com que as plantas se tornem mais suscetiveis a danos por congelamento,
iniciando-se a formacdo de gelo, que € necessdrio para danos causados pela geada
(LINDOW, ARNY, UPPER, 1978a; LINDOW, 1983). Injtrias causadas por geadas a -5
°C em campos de cultivo de milho foram proporcionais ao logaritmo das populacdes de
bactérias INA nas folhas (LINDOW, ARNY, UPPER, 1978a; LINDOW 1982). A geada
¢ um fendmeno frequente no estado do Parand durante o outono-inverno, com maior
ocorréncia nos meses de junho e julho (GUETTER, ZAICOVSKI, 2000; KIM, et al.,
2003), coincidindo com a época de cultivo do milho safrinha. Os danos da geada causados
pela nucleacdo de gelo induzida por bactérias INA+ facilitam a entrada de patégenos no
tecido vegetal. Além disso, mesmo o estresse indireto causado em plantas pela queda de
temperatura pode influenciar danos subsequentes por patogenos (LINDOW; ARNY;
UPPER, 1982).

Para superar as defesas da superficie foliar da planta, bactérias podem produzir
moléculas que facilitem a entrada no hospedeiro, como as proteases. As omptinas siao
uma familia de proteases da membrana externa que foram identificadas em todas as
principais espécies de enterobactérias patogénicas para humanos ou plantas (HAIKO et
al., 2011). As omptinas sdo multifuncionais e exibem diferentes funcdes associadas a
viruléncia, funcionando como proteases, adesinas ou invasinas. Estas proteases
bacterianas contribuem para a viruléncia ao inativar proteinas de defesa do hospedeiro,
para a destruicdo de tecidos e aumentam a migracdo bacteriana através das barreiras
teciduais (BRANNON et al., 2015). Para Erwinia amylovora, a proteina omptin foi mais
expressa em cepas mais virulentas, o que contribuiu para a aptiddo geral desta estirpe e
na superacdo dos mecanismos de defesa das plantas (HOLTAPPELS; NOBEN;
VALCKE, 2016).



30

3 ARTIGO A: BAIXAS TEMPERATURAS REGULAM A DENSIDADE
POPULACIONAL E AUMENTAM A EXPRESSAO DE GENES DE
VIRULENCIA DE Pantoea ananatis EM MILHO

3.1 REsuMoO: Causada pela bactéria Pantoea ananatis € uma das principais doengas do
milho, a doenca mancha branca pode se tornar mais severa em temperaturas baixas. Este
estudo teve como objetivo investigar a dindmica populacional e expressdo de genes
relacionados a patogenicidade de P. ananatis, agente causal da mancha branca do milho,
em resposta a choque térmico com diminuicao de temperatura. Trinta isolados bacterianos
foram coletados e caracterizados quanto a presenga do gene de nucleacdo de gelo, inaA,
e sua influéncia na patogenicidade da bactéria. Testes de patogenicidade revelaram que
alguns isolados, mesmo apresentando o gene inaA, ndao causaram sintomas em milho ou
tabaco. A dindmica populacional in vitro demonstrou em plantas sob choque térmico a
populacdo bacteriana aumentou entre 100 e 119%. A queda de temperatura intensificou
as lesdes em milho, ressaltando seu papel na patogenicidade de P. ananatis. A expressao
dos genes hmsP e cspD foi mais intensa em plantas expostas a choques térmicos,
evidenciando maior formacao de biofilme e produgdo de proteinas relacionados a choque
com frio. Genes relacionados a motilidade bacteriana, como motA e fliM, também foram
regulados positivamente em plantas sob choque com frio. O gene relacionado ao Sistema
de Secrecao Tipo VI (T6SS) foi induzido sob choque frio, principalmente 48 horas apds
a inoculag@o. A reducdo de temperatura ndo afetou a expressdo do gene de quorum
sensing. Essas observagdes evidenciam o impacto das baixas temperaturas na dindmica
populacional, severidade de lesdes, viruléncia e genes relacionados a formacdo de
biofilme, a produgdo de proteinas de choque frio, motilidade bacteriana e T6SS de P.
ananatis. O estudo refor¢a a importancia de considerar as condi¢des térmicas no manejo
da mancha branca do milho, contribuindo para estratégias eficazes de controle e

compreensdo mais aprofundada da interagdo patégeno-planta.

Palavras-chave: Choque térmico. Mancha branca do milho. Motilidade bacteriana.

Patogenicidade.
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3.2 ABSTRACT: Caused by the bacterium Pantoea ananatis and one of the main diseases
of maize, the white spot can become more severe in low temperature. This study aimed
to investigate the population dynamics and the expression of genes related to the
pathogenicity of P. ananatis, the causal agent of maize white spot, in response to thermal
shock with temperature decrease. Thirty bacterial isolates were collected and
characterized for the presence of the ice nucleation gene, inaA, and its influence on
bacterial pathogenicity. Pathogenicity tests revealed that some isolates, even with inaA in
their genome, did not cause symptoms in maize or tobacco. In vitro population dynamics
showed that thermal variations significantly impacted bacterial growth, as well as in
plants under thermal shock, where the bacterial population increased between 100 and
119%. The temperature drops intensified lesions in maize, highlighting its role in the
pathogenicity of P. ananatis. The expression of smsP and cspD genes was more intense
in plants exposed to thermal shocks, indicating higher biofilm formation and production
of cold shock-related proteins. Genes related to bacterial motility, such as motA and fliM,
were also positively regulated in plants under cold shock. The gene related to Type VI
Secretion System (76SS) was induced under cold shock, mainly 48 hours after
inoculation. The temperature reduction did not affect the expression of the quorum
sensing gene. These observations demonstrated the considerable impact of low
temperature on population dynamics, lesion severity, virulence, and genes related to the
increased pathogenic potential of P. ananatis. The study reinforces the importance of
considering thermal conditions in the management of maize white spot disease,
contributing to effective control strategies and a deeper understanding of the pathogen-

plant interaction.

Key-words: Bacterial motility. Cold shock. Maize white spot disease. Pathogenicity.

3.3 INTRODUCAO

A mancha branca, doenca inicialmente considerada de importincia secundéria do
milho no Brasil, ganhou destaque nas ultimas décadas tornando-se uma das principais
doencas da cultura (CASA, REIS, ZAMBOLIM, 2006; COTA et al., 2013). Condicdes
climédticas, como alta umidade relativa e temperaturas amenas, desempenham papéis
relevantes na ocorréncia da mancha branca (FANTIN, 1994; COSTA et al., 2011;
MESQUINI et al., 2020).
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A verificac@o dos postulados de Koch e a presenca da Pantoea ananatis em lesoes
jovens da mancha branca, assim como a reprodutibilidade de sintomas permitiram que
esta bactéria fosse considerada como o agente etioldgico da mancha branca do milho
(PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001; KIM et al., 2012a; MEGIAS et al., 2017). P.
ananatis é¢ uma bactéria frequentemente observada em colonizagao epifitica em plantas,
mas também € considerada um importante agente etioldgico emergente de doencas em
diversas culturas, como arroz (MONDAL et al.,, 2011; XUE et al., 2021), trigo
(KRAWCZYK et al., 2020), cebola (GOSZCZYNSKA et al., 2006; CARR et al., 2010),
meldo (KIDO et al., 2008), eucalipto (DE MAYER, et al., 2010) e morango (ABDEL-
GAIED et al., 2022).

De acordo com Rocha et al. (2019), o aumento da populacdo da bactéria é crucial
para que ocorra a doenca em milho. Apesar de sua capacidade patogénica, P. ananatis
também exibe atividades promotoras de crescimento em plantas (MEGIAS et al., 2017;
LU et al., 2021), além de atuar como antagonista a outros fitopatégenos, como Botrytis
cinerea (GASSER et al., 2012) e Penicillium expansum (TORRES et al., 2015). A notdvel
versatilidade dessa bactéria pode ser atribuida a sua ampla variabilidade genética,
destacando a importincia de estudos aprofundados para compreender os mecanismos de
patogenicidade.

A infeccdo bacteriana em plantas é um processo complexo (PFEILMEIER,
CALY, MALONE, 2016). As bactérias devem inicialmente se adaptar a superficie
epifitica, sobreviver e, em seguida, migrar para o tecido vegetal, superando barreiras
fisicas e quimicas. Uma vez dentro do hospedeiro, as células bacterianas utilizam sistemas
de secrecdo para liberar fitotoxinas e efetores proteicos, desencadeando funcdes
patogénicas. Genes envolvidos na motilidade (WELLER-STUART et al., 2016), quorum
sensing (SIBANDA et al., 2018) e Sistema de Secrecao Tipo VI(SHYNTUM et al., 2015)
foram relatados como essenciais para a viruléncia de P. ananatis. Em condi¢des de
estresse relacionadas a temperatura, proteinas de choque frio desempenham papel na
sobrevivéncia, adaptacdo e na regulacdo da expressao de genes de viruléncia em bactérias
(GRAUMANN et al., 1997).

O crescimento e sobrevivéncia de P. ananatis foi observado em baixas
temperaturas (TORRES et al., 2005). Segundo Smirnova (2001), certas bactérias
fitopatogénicas, embora apresentem maior crescimento em faixas de temperatura ideais
entre 25 e 30 °C, demonstram aumento na expressdo de genes de viruléncia quando

expostas a temperaturas mais baixas, variando de 16 a 24 °C. Konkel e Tily (2000)
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também mencionam a regulacdo de genes de viruléncia pela temperatura, fazendo a
associacdo com um interruptor "liga-desliga", atuando de maneira distinta na resposta
geral ao choque térmico.

A compreensdo da influéncia ambiental nas expressdes génicas do patdogeno é
crucial para o entendimento da epidemiologia da mancha branca do milho. Este estudo
teve como objetivos 1) caracterizar isolados de P. ananatis quanto a presenga do gene de
nucleacdo de gelo ii) determinar o impacto do gene inaA na patogenicidade; iii) avaliar
se a temperatura influencia a dinamica populacional da bactéria in vitro e in planta, a

severidade das lesdes em milho e a expressdo de genes de viruléncia.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Isolamento de Pantoea ananatis

Foram coletadas folhas de milho com sintomas tipicos de mancha branca em
Londrina - PR, Navirai - MS, Eldorado — MS e Chapadao do Sul — MS (Tabela 1). Os
isolados UFU B13 e UFU E43 foram provenientes da Colecio de Bactérias

Fitopatogénicas do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia.
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Tabela 1. Identificacdo, origem e ano de isolamento de Pantoea ananatis em milho com
sintomas de mancha branca utilizados neste estudo.

Nimero Identificacao Local de coleta is(ﬁ:&gﬁ to
1 UFU UFU B13  Planaltina de Goids-GO 2010
2 UFU E43 Uberlandia-MG 2010
3 MSI1.1 Navirai - MS 2020
4 MS1.2 Navirai - MS 2021
5 MSI1.3 Navirai - MS 2021
6 MS1.4 Navirai - MS 2021
7 MS1.5 Navirai - MS 2021
8 MS2.1 Eldorado - MS 2021
9 MS2.2 Eldorado - MS 2021
10 MS2.3 Eldorado - MS 2021
11 MS2.4 Eldorado - MS 2021
12 MS2.5 Eldorado - MS 2021
13 MS2.6 Eldorado - MS 2021
14 MS2.7 Eldorado - MS 2021
15 Fazescl Londrina - PR 2022

16 Fazesc2 Londrina - PR 2022
17 Fazesc3 Londrina - PR 2022
18 Fazesc4 Londrina - PR 2022
19 F1.1 Londrina - PR 2022
20 F1.2 Londrina - PR 2022
21 F2.1 Londrina - PR 2022
22 F2.2 Londrina - PR 2022
23 MS3.1 Londrina - PR 2022
24 F3.2 Londrina - PR 2022
25 F4.1 Londrina - PR 2022
26 F5.1 Londrina - PR 2022
27 F6.1 Londrina - PR 2022
28 F6.3 Londrina - PR 2022
29 F7.2 Londrina - PR 2022
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O isolamento do patdégeno seguiu metodologia proposta por Paccola-Meirelles et
al. (2001). Folhas de milho com lesdes iniciais da doencga (estdgios 1 e 2) foram cortadas
com bisturi estéril, tratadas com dlcool 70% (1 min), hipoclorito de sédio 2% (4 min),
dlcool 70% (30 segundos) e lavadas trés vezes por 30 segundos em dgua esterilizada. As
extremidades das secdes foliares foram transferidas para meio Tryptic Soy Broth (TSB)

suplementado com ciclohexamida (50 ug. mL™! de meio de cultura).

3.4.2 Identificacdo e Caracterizagdo Molecular dos Isolados

Para identificacdo da espécie e presenca do gene inaA, as bactérias foram
crescidas em meio TSB a 30 °C sob agitacao de 60 rpm por 24 horas. Para a extracdo do
DNA de cada isolado, 1 mL da cultura foi centrifugada a 14.000 rpm e o pellet submetido
ao protocolo de Ausubel et al. (1992), com modificagdes. A qualidade e integridade do
DNA extraido foram observadas em gel de agarose e quantificados em NanoDrop 1000
(Thermo Scientific).

Para caracterizacdo dos isolados, foram utilizados primers especificos para P.
ananatis conforme metodologia descrita por Figueiredo e Paccola-Meirelles (2012). A
identificacdo do gene inaA foi realizada com primers e metodologia de acordo com Nejad
et al. (2006), apresentados na Tabela 2. Para a amplificacdo de ambos frangmentos, foi
utilizado kit Dream Taq® Green Master Mix (Thermo Scientific). A reacdo foi composta
de 3 uL de DNA (30 ng.uL!") de cada isolado, 1 uL de primer direto (10 nM), 1 uL de
primer reverso (10 nM) 12,5 uLL de Tag DNA Polymerase e 7,5 uLL de dgua livre de
nucleases. Os reagentes foram combinados e mantidos em termociclador Applied
Biosystems Veriti 96, com programacao inicial de 95 °C por 5 min, 40 ciclos de 95 °C
por 30 segundos, 60 °C por 15 segundos, 72 °C por 8 segundos, € finalizada a 72 °C por
10 minutos. Ao término da programacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese
horizontal em gel de agarose a 2% e brometo de etideo a 1%, para confirmar a avalia¢do
de presenca de bandas. Os géis foram visualizados sob luz ultra-violeta e fotografados

com sistema de foto documentagdo (L-PIX, Loccus).
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Tabela 2. Primers usados para identificacdo de isolados de Pantoea ananatis de milho
e para deteccdo da presenca do gene inaA por PCR.

) Amplicon )
Gene Primer e sequencia (ob) Referéncia
p

Figueiredo e
PANA_F_PCR: CGTGAAACTACCCGTGTCTGTTGC
16-23S rRNA 360-380 Paccola-Meirelles,
PANA_R_PCR: TGCCAGGGCATCCACCGTG TACGCT 012

INAA_F_PCR: AGGCTTTGAGAACGGACTAACG
inaA 350-400 Nejad et al., 2006
INAA_R_PCR:TTTCTGTCGGCTGCGTACTG

3.4.3 Teste De Patogenicidade

Sementes de milho do hibrido suscetivel Férmula (Syngenta) foram semeados em
vasos plésticos de 180 mL contendo substrato comercial (All Garden) e mantidos em casa
de vegetacdo. Foram cultivadas trés plantas por vaso, as quais foram submetidas a cimara
umida em estufa do tipo BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12h pelo periodo de 24h aos 9
dias apds a emergéncia (estddio fenoldgico V4). As plantas foram retiradas da cdmara
umida e as folhas foram secas com papel toalha para retirar o excesso de umidade.

Todos os isolados bacterianos foram cultivados em meio TSA (Tryptic Soy Agar,
Kasvi) por 24 h. A suspensdo foi preparada por diluicdo do crescimento bacteriano em
dgua destilada autoclavada, calibrados em espectrofotdmetro em ODeoo = 0,5 (7,48 108
UFC). A suspensdo bacteriana foi infiltrada nas folhas de milho com auxilio de seringa
sem agulha e armazenadas em camara de crescimento do tipo BOD a 25 °C e 15 °C,
alternados a cada 12h, e fotoperiodo de 12h. Como testemunha, as plantas foram
infiltradas com dgua destilada autoclavada. Apds a inoculagdo, as plantas foram envoltas
com saco pléstico transparente, previamente borrifados com 4gua em seu interior,
mantidos por 24 h. Apés sete dias da inoculagdo, as plantas foram verificadas quanto ao
aparecimento de lesdes necroticas.

Foi realizado um teste de resposta de hipersensibilidade em tabaco (Nicotiana
tabacum L.). As suspensdes bacterianas, obtidas conforme descrito anteriormente, foram
calibradas para aproximadamente 108 UFC.mL"! (ODesoo = 1,0~1,1). A suspensio foi
infiltrada em folhas de tabaco (cv. Xanthi), como descrito por Klement (1963), com
auxilio de seringa sem agulha. O tabaco foi cultivado em casa de vegetacdo e, apods a
infiltracdo, mantido por 2 dias em camara de crescimento a 25 °C com fotoperiodo de 12

horas. Apo6s 48 h, a inducdo da reacdo de hipersensibilidade (reacdo necrética) pelos
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isolados no local da infiltragdo indica um isolado bacteriano fitopatogénico. Segundo
Umesha et al. (2008) e Klement e Goodman (1967), plantas de tabaco sdo as mais
adequadas para investigacdes de resposta hipersensivel, sendo possivel diferenciar

rapidamente bactérias fitopatogénicas de saprdfitas.

3.4.4 Temperaturas Na Dinamica Populacional De Pantoea ananatis in vitro

O isolado UFU B13 foi cultivado por 24 horas em placas de Petri com meio de
cultura TSA. Uma tnica coldnia foi transferida para tubos Falcon com 5 mL de meio de
cultura TSB (Tryptic Soy Broth, Kasvi) e incubados a 28 °C até o momento de iniciar os

tratamentos térmicos, descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Tratamentos térmicos para avaliacdo da densidade populacional de Pantoea
ananatis 1solado UFU B13

Tratamentos
T1 28 °C por 24 horas
T2 28 °C por 20h e 15°C por 4 horas
T3 28 °C por 23h50 e 15 °C por 10 minutos
T4 28 °C por 23h50 e 4 °C por 10 minutos
TS 28 °C por 23h50 e 0 °C por 10 minutos

Para o tratamento de 4 °C (T4) e 0 °C (T5), as culturas em tubo Falcon foram
inseridas em recipiente de isopor com gelo, dgua e sal. Um termdmetro foi utilizado em
outro recipiente idéntico e sob as mesmas condi¢des para monitorar € controlar a
temperatura, enquanto o tempo foi registrado. Ja o tratamento de 15°C foi conduzido em
B.0.D., ajustada para manter essa temperatura de forma controlada. Apds realizado os
choques térmicos, os tubos foram removidos das condi¢des e mantidos a temperatura
ambiente at€ o momento das demais andlises. Foram realizadas 5 repeticdes, sendo a
unidade experimental constituida por um tubo.

Foram realizadas leituras de absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento
de onda a 600 nm. Adicionalmente a absorbancia, foi realizada a contagem de células
vidveis pela técnica de microgota. Para isso, foram realizadas dilui¢Ges seriadas (1:10)

das suspensdes bacterianas em solugdo salina 0,85%. Da dilui¢ao 10-7foram retiradas



38

cinco aliquotas de 10 uL, depositadas em placas de Petri contendo meio de cultura TSA
e incubadas a 28 °C por 24 h. A avaliagdo determinou o nimero de Unidades Formadoras
de Coldnias (UFC) ml-1.

A quantifica¢do de bactérias por absorbancia e por nimero de células vidveis foi
realizada em delineamento inteiramente casualizado. Para a leitura de absorbancia foram
realizados cinco tratamentos com cinco repeti¢des. Para a contagem do nimero de UFC,
foram utilizados os mesmos cinco tratamentos, com vinte e cinco repeticoes. Os dados
foram submetidos ao teste de homogeneidade das variincias de Bartlett e normalidade
dos erros de Shapiro-Wilk, seguidos de andlise de variincia e teste Tukey a 5% de

probabilidade.

3.4.5 Temperaturas Na Densidade Populacional De Pantoea ananatis em Milho

Plantas de milho do hibrido suscetivel Férmula (Syngenta®) foram cultivadas em
vasos de 180 mL utilizando substrato comercial (All Garden) mantidos em casa de
vegetacdo até os nove dias apés a emergéncia (estddio fenoldogico V4). Cada vaso
continha trés plantas, as quais foram expostas a caimara imida a 25 °C em estufa B.O.D.
com fotoperiodo de 12 horas. Apds 24 horas, as plantas foram removidas da camara
umida. As folhas foram cuidadosamente secas com papel toalha para remover o excesso
de umidade.

ApOs o periodo de camara umida, as plantas foram pulverizadas com suspensao
bacteriana do isolado de P. ananatis UFU B13. Para preparar a suspensdo, a bactéria foi
cultivada em meio TSA por 24 horas e o crescimento bacteriano foi diluido em 4dgua
destilada autoclavada, ajustando-se a densidade 6ptica para ODeoo = 0,5 (7,48 .10'* UFC.
mL"). Em seguida, a suspensdo bacteriana foi pulverizada sob a superficie das folhas das
plantas, até o completo molhamento foliar e evitando o escorrimento.

As plantas foram submetidas aos tratamentos térmicos em uma cimara de
crescimento do tipo B.O.D. Os tratamentos consistiram em dois regimes térmicos: 25 °C
e 15 °C, alternando-se a cada 12 horas e 25 °C continuos, ambos com um fotoperiodo de
12 horas. Como controle, plantas foram pulverizadas somente com d4gua destilada
autoclavada. Apds a inoculacdo, todas as plantas foram cobertas com sacos plasticos
transparentes, previamente borrifados com dgua em seu interior até o momento das
coletas.

Foram realizadas quatro coletas de folhas, ocorridas as 14, 24, 48 e 72 horas apds

a inoculagdo. As folhas foram coletadas, armazenadas em tubo Falcon (50 mL) estéril e
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mantidas em nitrogénio liquido, posteriormente maceradas manualmente e armazenadas
em freezer -80 °C. Para ambos os regimes térmicos, foram realizadas trés repeticoes
bioldgicas em cada tempo de coleta. A unidade experimental foi constituida por um vaso
com trés plantas.

Para cada repeti¢do bioldgica, 100 mg do tecido foliar foi adicionado em um
microtubo contendo 1 mL de solu¢do salina (0,85%), agitado em vortex por
aproximadamente 1 minuto e mantido em repouso por aproximadamente 15 minutos. Foi
realizada uma diluicao seriada e a partir da concentragdo de 10-3, foram retiradas quatro
aliquotas de 10 pL e depositadas em placas de Petri com meio TSA. Ap6s incubagdo a
28 °C por 48 h as colonias morfologicamente caracteristicas de P. ananatis foram
contabilizadas

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado. Para
ambos regimes térmicos, foram realizadas 24 repeti¢des por tempo de coleta (3 repeticdes
biologicas e 8 repeticdes técnicas). Os dados foram submetidos ao teste de
homogeneidade de Bartlett e normalidade de Shapiro-Wilk, seguidos de andlise de

variancia e teste Tukey a 5% de probabilidade.

3.4.6 Temperaturas Na Severidade De Lesdes De Pantoea ananatis Em Milho

Plantas de milho foram cultivadas e preparadas conforme descrito no item 3.4.5.
As folhas foram coletadas aos sete dias apOs a inoculag@o. As avaliacdes foram realizadas
coletando todas as folhas sintomaticas das plantas, fotografadas e as varidveis mensuradas
pelo sistema de andlise foliar WinDIAS Leaf Image Analysis System - Delta-T Devices.
As avaliacOes consistiram na andlise de severidade da doenca, drea foliar sadia, drea foliar
afetada e drea foliar total.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 21
repeti¢des para os dois tratamentos de regime térmico (25 °C e 25/15°C a cada 12h). Cada
repeti¢do foi composta por um vaso com trés plantas. Os dados foram submetidos ao teste
de homogeneidade de Bartlett e normalidade de Shapiro-Wilk, seguidos de analise de

variancia e teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3.4.7 Temperaturas Na Expressdo De Genes De Viruléncia De Pantoea ananatis Em
Milho

Plantas de milho foram cultivadas, preparadas e inoculadas conforme descrito no
Item 4.5, sendo a testemunha tratada com 4gua destilada estéril. As plantas foram
submetidas a dois tratamentos com temperaturas: 25°C continuos e 25°C alternando para
15 °C a cada 12 horas. Nos dois tratamentos avaliados, as coletas do material vegetal
foliar ocorreram as 14, 48 e 72 horas apds a inoculagao.

Para avaliar o nivel de expressao dos genes fliM, eanl, motA, tagH, HmsP, omptin
e cspD nas diferentes temperaturas, foram obtidas amostras de RNA total utilizando o kit
SV Total RNA Isolation System (Promega), extraidas de acordo com as especificacdes do
fabricante. A integridade do RNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%,
e a concentracdo e a pureza do RNA foram determinadas por espectrofotometria,
utilizando-se o NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific, California, EUA). Para a
sintese de cDNA utilizou-se o kit GoScript™ Reverse Transcriptase System (Promega),
de acordo com instrugdes do fabricante.

Os primers (Tabela 4) utilizados na andlise de Real Time Quantitative PCR (RT-
qPCR) foram desenvolvidos com auxilio do software Primer3 v.0.4.0. Foram
selecionados genes relacionados a patogenicidade de P. ananatis, como quorum sensing
(eanlL), Sistema de Secrecdo tipo VI (fagH), motilidade flagelar (motA e FliM), formagao

de biofilme (hmsP), proteinase (omptin) e proteina de choque frio (cspD).

Tabela 4. Primers utilizados para andlise de expressdo génica por -RT-qPCR,

Gene ID Sequéncia Amplicon (pb)
TGAAGAGCTGCAAACCACAC
eanl KM249358.1 115
AAACTCATCCGACTCCATGC
NC_017554.1 ACTGGAGCGCGATATTGAAG
motA Gene ID 57267928 120
CCACTGACCATAAGGCGTAAA
NC_017554.1 GATGCGTGGAAAGCCATTTATC
fiM Gene ID: 57267805 91
CGTTAGGTGATGTGGTGATGT
NC_017554.1 CAGCGATTTCGTTCTGTTGATG
hmsP gene ID 57270224 99
AGATTGACGGGCTGGTTTAG
NC_017554.1

ACGACTGGCAAGACAGTAATC
omptin GenBank: CP003085.1; region 113
CTGTAGGAACCACCCTTTCAG
39443-40375
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. NC_017554.1 — Gene ID: AAGATCCGCTGGCTCAGTTA 103
ta
§ 57267740 TCCTGAGCAAACAGTGCATC
NC_017554.1 AGGTTCACGCCGCAATTA
fh gene ID: 57267083 134
ATCCACCTTCGTCAGAATAACC

5 CP003085 GGACGGCAGCAAAGATGTATTC o

csp.
region: 3052814..3053038 CCAACAACGTTCGCAGCAG

As andlises de RT-qPCR foram conduzidas com o 5 pL. de GoTag™ ¢gPCR
MasterMix (Promega), 0,3-0,4 uL de primer direito (10 nM), 0,3-0,4 uL de primer
reverso (10 nM) e 3,4-3,2 uLL de dgua livre de nucleases e 1 uL de cDNA. Em
termociclador ViiA7 (Thermo Scientific), as condi¢des das reacdes foram 95°C por 5 min,
40 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 20 s, 72°C por 30 s e os dados coletados na fase de
extensdo. Os niveis relativos de transcritos foram determinados pelo método 244t
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001. O gene ffh foi utilizado para normalizacdo dos dados,
devido a estabilidade como referéncia interna (TAKLE et al., 2007; LIN et al., 2014;
SIBANDA et al., 2018; SHIN et al., 2019). Os perfis transcricionais dos genes foram
avaliados em triplicata bioldgica e triplicata técnica por tratamento. Os dados foram
normalizados de acordo com Willems, Leyns, Vandesompele (2008). Para andlise dos
dados, foi calculado o Intervalo de Confianca a 95% de probabilidade, utilizando a

Distribui¢do t (COLEGRAVE, RUXTON, 2003).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Identificagdo, Caracterizacdo Molecular De Isolados E Teste De Patogenicidade De
Pantoea ananatis

A frequéncia de isolamento de P. ananatis foi de 76,6% (Figura 4, Tabela 5), com
amplificacdo de um fragmento unico proximo a 360-380 pares de base. Cinco isolados

ndo foram amplificados com o par primer PANAF/PANAR.
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Figura 3. Gel de agarose a 2%, produtos da PCR da regido do gene 16-23S rRNA de
Pantoea ananatis, amplificando um produto de 360-380 pares de base.

1kb

p,us B13 E43 MS1.1 MS1.2 MS1.3 MS1.4 MS1.5 MS2.1 MS2.2 MS2.3 MS2.4 MS2.5 MS2.6 MS2.7 Fazescl Fazesc2? Fazesc3d Fazescd

- -

1kb
piUS F11 F1.2 F21 F22 MS31 F3.2 F41 F51 F61 F6.3 F7.2 FC1 branco

. -

Uma vez que a temperatura foi citada por Costa et al. (2013) como uma varidvel
que influencia o aumento da severidade da mancha branca do milho, os isolados foram
avaliados quanto a presencga do gene inaA. A presenca de um gene de nucleacdo de gelo
(inaA) em P. ananatis foi apontada por Rocha et al. (2019) como um possivel fator de
patogenicidade, relacionado com a varidvel temperatura. A expressao deste gene confere
a bactéria a capacidade de formar nucleos de gelo em temperaturas mais altas do que
normalmente ocorreria.

O gene de nucleacdo de gelo parece estar presente em grande parte de isolados
bacterianos (90,6%). Neste estudo, apenas os isolados MS1.2, MS2.7 e F6.1 nido
apresentaram amplificacdo para gene inaA (Figura 5). A alta frequéncia do gene de
nucleacdo de gelo ja foi reportada para isolados de P. ananatis (ROCHA et al., 2010) e
de 90 isolados apenas 3 ndo apresentaram o gene inaA (MILLER et al., 2016).
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Figura 4. Gel de agarose a 2%, de produtos de PCR com a regido do gene inaA de
Pantoea ananatis, amplificando um produto de 350-400 pares de base.

1kb plus B13 E43 MS1.1 MS1.2 MS1.3 MS1.4 MS1.5 MS2.1 MS2.2 MS2.3 MS2.4 MS2.5 MS2.6 MS2.7 Fazesc1 Fazesc2 Fazesc3

1kb plus Fazesc4 F1.1 F1.2 F21 F2.2 WMS3.1 F3.2 F4.1 F51 F6.1 F6.3 F7.2 FC1 branco

Embora somente trés isolados ndo apresentaram o gene de nucleacdo de gelo, a
célula bacteriana por um determinado momento pode ndo expressar esta caracteristica
fenotipica, devido a alteracdes fisiolégicas no metabolismo e na maturacdo celular
bacteriana (LINDOW, 1983). De acordo com Miller et. al (2016) apenas 83,34% dos
isolados de P. ananatis continham o gene de nucleagdo de gelo, e apenas 9 de 15 isolados
foram positivos para esta atividade (SAUER et al. 2024).

Alguns dos isolados ndo causaram resposta de hipersensibilidade em plantas de
tabaco, no entanto, quando inoculadas em plantas hospedeiras, provocaram sintomas de
necrose (Tabela 5). Outro ponto € que isolados PCR negativos para P. ananatis, mas PCR
positivos para o gene de nucleacdo de gelo, foram observados causando respostas em
tabaco ou milho, concordando que a presenca do gene ndo € exclusiva de P. ananatis e

podem ocorrer em outras espécies fitopatogé€nicas, como Pseudomonas syringae,
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Xanthomonas campestris e Erwinia herbicola (LINDOW, 1987; KIM et al., 1987,
MILLER et al., 2001).

Tabela 5. Caracterizacdo de isolados bacterianos de milho quanto a espécie Pantoea
ananatis e presenca do gene de nucleacdo de gelo (inaA), teste de hipersensibilidade em
tabaco e patogenicidade em milho

Isolados Pantoea ananatis Gene inaA Hipersensibilidade Patogenicidade
tabaco milho
UFU B13 + + + +
E43 + + + +
MSI1.1 + + - +
MS1.2 - - - -
MS1.3 - + - -
MS1.4 + + + +
MS1.5 + + - +
MS2.1 + + - +
MS2.2 + + - +
MS2.3 + + - -
MS2.4 - + - +
MS2.5 + + - +
MS2.6 + + + +
MS2.7 + - - +
Fazescl + + + +
Fazesc2 - + - -
Fazesc3 + + - +
Fazesc4 + + + +
F1.1 + + - -
F1.2 + + + -
F2.1 + + - +
F2.2 + + - +
MS3.1 + + - -
F3.2 + + + +
F4.1 + + + +
F5.1 - + + +
F6.1 + - + +

F6.3 + + + +
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F7.2 + + + +

* representa resultado positivo (+) ou negativo (-) para a espécie, presenca do gene inaA, hipersensibilidade em tabaco ou

patogenicidade em milho .

Para Rocha et al. (2019), a capacidade de nucleagdo de gelo pode estar envolvida
no desenvolvimento de lesdes da mancha branca do milho. Porém, nido ha evidéncias
conclusivas de que a capacidade de nucleacdo de gelo esteja diretamente relacionada a
viruléncia de P. ananatis, mas pode ser um fator importante a ser considerado no manejo
da doenca. Neste estudo, cepas de P. ananatis, como MS2.3, F1.1 e MS1.3, mesmo com
a presenca do gene inaA, niao causaram sintomas em tabaco ou em milho, nas condicdes

avaliadas neste trabalho (Figuras 6 e 7).

Figura 5. Teste de hipersensibilidade de isolados bacterianos em tabaco (Nicotiana
tabacum L. cv. Xanthi). A necrose do tecido confirma a patogenicidade dos isolados.
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Figura 6. Teste de patogenicidade de isolados bacterianos (108 UFC. mL™!) em folhas de
milho (Férmula — Syngenta®) aos sete dias apds a inoculag¢do através do método de
infiltracdo.

Testemunha ‘ Ms1.1 Ms1.2 - MS1.3
3.2

] | MS26 : . | } F1.2 F2.1
’ .
: F7.2 Fazesc1 | Fazesc2

Além destas evidéncias, os resultados demonstram o desenvolvimento de lesoes

em milho inoculado com as cepas MS 2.7 e F6.1, isolados que se mostraram negativos
para a presenca do gene inaA. Isto fortalece a hip6tese de ndo essencialidade do gene para
a patogenicidade da bactéria, mas ainda assim podendo estar correlacionado com o

desenvolvimento de lesdes em milho (ROCHA et al., 2019; SAUER et al., 2014).

3.5.2 Temperaturas Na Densidade Populacional de Pantoea ananatis in vitro e in planta

A turbidez do meio experimental ndo foi sensivel o suficiente para detectar
alteracdes na populacdo bacteriana. A absorbancia (Figura 8) demonstra que nao
houveram diferencas significativas nas variacdes de densidade populacional bacteriana,

mesmo apds mudancgas de temperatura.
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Figura 7. Absorbancia (ODeoo) em espectrofotdmetro do crescimento de P. ananatis em
regimes de temperatura. Legenda: h=horas; m=minutos; OD600=densidade 6ptica a 600
nm. Barras de erro representam o erro padrao da amostra.
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Os resultados da técnica de microgota se mostraram mais sensiveis na estimativa
da densidade populacional de P. ananatis (Figura 9). A maior amplitude do choque
térmico influenciou positivamente o crescimento populacional da bactéria. Quando
submetidas 10 minutos a 4°C (T4: 28 °C por 23 h 50 e 4 °C por 10 min) e a 0°C (T5: 28
°C por 23 h 50 e 0 °C por 10 min) houve um aumento populacional significativo da
bactéria em relacdo a 15 °C, por 4 horas (T2: 28 °C por 20 h e 15°C por 4 h) ou 10 minutos
(T3:28 °C por 23 h 50 e 15 °C por 10 min).
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Figura 8. Unidades Formadoras de Coldnias (UFC). mL™! do isolado UFU B13 de P.
ananatis em tratamentos com regimes de temperatura. Legenda: h=horas; m=minutos.
Barras de erro representam o erro padrdo da amostra
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Embora um choque térmico frio possa afetar a populacdo bacteriana, este
resultado pode variar com base na espécie bacteriana, na intensidade e na duragdo do
choque frio, na capacidade de adaptacdo e no estado fisiolégico da bactéria. Uma breve
exposicdo a temperaturas frias pode retardar temporariamente o crescimento bacteriano,
enquanto a exposicdo prolongada ou condi¢des de frio extremo podem levar a danos
celulares ou morte celular (GRAUMANN, MARAHIEL, 1996; VIRTANEN et al., 2018).
Além disso, a fase de crescimento da bactéria no momento do choque frio também é um
fator a ser levado em consideracdo (FARRELL, ROSE, 1968).

O crescimento de populacdes bacterianas € caracterizado por quatro fases distintas
em culturas mantidas sob condi¢des ideais, a fase de laténcia (lag), fase exponencial (log),
fase estaciondria e a fase de morte. A laténcia marca o inicio da adaptacdo da bactéria,
onde as células se preparam para replicacdo, portanto, ndo ha aumento significativo no
nimero de células. A fase exponencial, ou logaritmica, € caracterizada pelo rdpido
crescimento populacional, com reproducdo ativa e aumento exponencial do nimero de
células. Durante a fase estaciondria ocorre um equilibrio na populacdo, onde a taxa de
multiplicacdo se iguala a taxa de morte celular, resultando em estabilizacdo do niimero
total de células. As condi¢des do meio deterioram-se, levando a entrada em quiescéncia,
ocorrendo a transicdo para a fase de morte, com mais células morrendo do que sendo
produzidas (MAIER, PEPPER, 2015).

A duracdo das fases de crescimento bacteriano pode variar dependendo das

condi¢des especificas do meio de cultura e do ambiente em que as bactérias estdo
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crescendo. No trabalho de Zheng et al. (2017), a fase estaciondria de um isolado de P.
ananatis cultivado em caldo LB durou aproximadamente 6 horas, seguido de 12 horas na
fase logaritmica e nas 24 horas de cultivo, encontrava-se na fase estaciondria.

De acordo com Farrel e Rose (1968), a fase exponencial de crescimento da
bactéria € a que torna mais sensivel a populacdo bacteriana ao choque frio. Durante esta
fase, as células estdo ativamente se dividindo e sdo mais sensiveis a mudangas repentinas
de temperatura. A fase de crescimento em que se encontrava a populaciao de P. ananatis
(Tabela 6) quando o choque térmico a 15°C (20 horas de cultivo no T2 vs. 23h50 horas
de cultivo no T3) poderia explicar o aumento de 48,95% na populacdo bacteriana do
tratamento 3 em relacdo ao controle.

Tabela 6. Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por mL e aumento absoluto e relativo

(%) do crescimento bacteriano de P. ananatis UFU B13 em diferentes regimes de
temperaturas

Aumento de Aumento
Tratamentos UFC. mL!

UFC. mL! relativo (%)
T1 -28 °C 6,96E+12 - -
T2 —28/15 °C (4h) 6,62E+12 -3,35E+11 -5,05
T3 —28/15 °C (10min) 1,36E+13 6,67E+12 48,95
T4 —28/4 °C (10 min) 1,60E+13 9,01E+12 56,43
T5 —28/0 °C (10 min) 2,07E+13 1,37E+13 66,31

Legenda: h=horas; m=minutos

E importante citar que em um meio de cultura rico e sob condi¢des ideais, uma
célula bacteriana pode dividir-se em apenas 10 minutos (MAIER, PEPPER, 2015). O
tratamento T3, T4 e T5 aumentaram em 48,95; 56,43 e 66,31% o nimero de coldnias em
comparagdo a testemunha, mostrando que mesmo uma temperatura mais baixa por 10
minutos pode interferir na populacdo bacteriana.

Para Kouba et al. (2022), a exposi¢do de bactérias com atividade Anaerobic
Ammonium Oxidation (ANAMMOX) a temperaturas extremamente baixas induziu uma
resposta adaptativa mais eficiente. Estes autores ainda observaram que quanto maior a
amplitude térmica do choque frio, a adaptacdo ocorreu mais rapido.

Hébraud et al. (1999) relatam o desafio a respeito de entender a adaptacdo de

bactérias ao frio. Segundo os autores, o crescimento e a multiplicagdo celular em
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temperaturas baixas se deve as estratégias adaptativas. Microrganismos psicrotroficos e
psicrofilicos apresentam vdrias adaptacdes para sobreviverem e crescerem em ambientes
frios. Essas adaptagdes incluem alteracdes na composi¢do de dcidos graxos da membrana
celular, produgdo de proteinas de choque frio, aumento da atividade enzimética, aumento
da produgao de solutos compativeis, aumento da capacidade de transporte de nutrientes e
aumento da capacidade de reparo do DNA. Essas adaptacOes permitem que os
microrganismos cres¢am e se reproduzam em temperaturas mais baixas, o que €
importante para sua sobrevivéncia em ambientes frios (BERRY, FOEGEDING, 1997).

Farrel e Rose (1968), citam que uma das adaptagdes ao frio é a inducdo de
proteinas de choque frio. As proteinas de choque frio desempenham papel crucial na
adaptacdo e sobrevivéncia de microrganismos em baixas temperaturas. Elas ajudam a
manter a estrutura e a fun¢do das proteinas celulares em temperaturas mais baixas, auxilia
na estabilidade e na atividade enzimatica necessarias para o crescimento e a sobrevivéncia
em ambientes frios. Além disso, as proteinas de choque frio podem estar envolvidas na
regulacdo da expressdo génica e na prote¢ao contra danos celulares causados pelo estresse
térmico (BERRY, FOEGEDING, 1997).

Quando Escherichia coli se encontra em crescimento exponencial a 37 °C e é
transferida para 10 °C, cessa a maior parte da sintese proteica, no entanto, cerca de 14
proteinas de ‘“choque frio” continuam a ser produzidas. Estas proteinas facilitam o
crescimento bacteriano em baixas temperaturas (WOLFFE, 1995). Na literatura ¢é
possivel encontrar estudos que citam o papel de proteinas de choque frio na multiplicacao
de bactérias. Zhou et al. (2021) incluiram o gene cspL, de Bacillus, em uma cepa de E.
coli, bactéria mesofila. Autores observaram que a transgenia possibilitou um aumento de
biomassa de 2,4 vezes quando E. coli cresceu a 45 °C, ou seja, a acdo das proteinas nao
se restringe apenas ao ambiente frio. Para Bacillus subtilis, a delecdo dos genes que
codificam para proteinas de choque frio, cspC ou cspD, fez com que houvesse uma
reducdo severa no crescimento celular a 15°C, bem como a 37°C, incluindo
comprometimento da sobrevivéncia durante a fase estacionaria (GRAUMANN et al.,
1997).

Em Lactobacillus plantarum, a producdo de CspC ocorreu durante a fase
exponencial e contribuiu para o crescimento na fase estaciondria. A presenca de CspC em
células em crescimento exponencial sugere seu envolvimento no crescimento inicial e na
adaptacao a estresses ambientais especificos, enquanto a superproducio de CspC permitiu

uma retomada mais rdpida do crescimento quando culturas em fase estaciondria foram
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diluidas em meio fresco, indicando seu papel na recuperagao de células nutricionalmente
privadas (DERZELLE et al., 2003).

De acordo com Chattopadhyay (2006), as proteinas do estresse frio sdo
encontradas em bactérias mesofilicas e psicrofilicas, sendo que apenas nas ultimas, como
em P. ananatis, sdo observadas as proteinas de aclimatagdo ao frio (Caps). Estas
proteinas, como a Hsc 25 descrita em um isolado de P. ananatis por Kawahara et al.
(1999), sdo superexpressas em temperaturas baixas, podendo facilitar processos como
transcricao e tradugdo, e aumentar a estabilidade de enzimas frente ao frio.

De acordo com Escanferla et al. (2018), bactérias INA+ epifiticas, como P.
ananatis em milho, podem tornar-se patogénicas com aumento populacional,
especialmente apds chuvas e alta umidade, seguidas de quedas de temperatura. Nossos
resultados corroboram com os dos autores supracitados, especialmente o aumento
populacional de P. ananatis ap6s mudangas de temperatura, como demonstrado na Figura
10. O choque térmico a 15 °C por 12 horas resultou em um aumento significativo da
populacdo bacteriana 48 e 72 horas apds a inoculag¢do, enquanto a populacao se manteve
estdvel a 25 °C. Plantas sujeitas a choques térmicos de 15 °C a cada 12 horas apresentaram

duplicagdo na populagdo bacteriana de 24 a 48 horas e de 48 a 72 horas ap0ds a inoculacio.

Figura 9. Nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de Pantoea ananatis
(isolado UFU B13) em 0,1g de tecido foliar de plantas de milho inoculadas e submetidas
aregimes de temperaturas. Barras de erro indicam o erro padrdo da amostra.
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Gross et al. (1983) mencionam que as populacdes de bactérias INA+ em

superficies foliares variaram ao longo do ano, apresentando niveis mais elevados durante
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a primavera fresca e umida, seguidas por uma diminui¢ao durante os meses mais quentes
e secos do verdo. Posteriormente, houve aumento gradual durante o outono. Torres et al.
(2005) observaram que uma cepa de P. ananatis utilizada como controle bioldgico
manteve uma populacdo significativa (10* UFC) na superficie de frutos de citros por até
3 meses a uma temperatura de 1°C. Entretanto, no caso deste estudo, a populagdo de P.
ananatis nao se encontrava apenas na superficie foliar, mas certamente colonizando os
espacos intercelulares.

A observacdo de uma maior multiplicacdo da bactéria em plantas submetidas ao
choque frio concorda com os resultados de densidade mais elevada no cultivo in vitro.
Embora estudos anteriores, como os de Berry e Foegeding (1997), apresentem pontos
divergentes, destacando um crescimento mais lento das bactérias em temperaturas mais
baixas devido a redugdo da atividade metabodlica, € importante notar que tais estudos
geralmente consideram a temperatura baixa de forma constante ao longo do tempo, ao
contrério das oscilacdes testadas neste experimento.

Conforme afirmado por Zhang e Gross (2021), a exposicao abrupta a um choque
térmico frio resulta em uma diminui¢ao do crescimento bacteriano, mas a dinamica dessa
reducgdo varia entre as espécies bacterianas e as condi¢oes especificas do choque frio. Em
relac@o a bactéria mesofila E. coli, a exposicao ao choque frio desencadeia uma fase de
aclimatacdo, durante a qual o crescimento celular € totalmente interrompido. Durante essa
fase, ocorre a producdo de proteinas de choque frio, que auxiliam na adaptagdo das células
a baixa temperatura. Posteriormente, apds a fase de aclimatacdo, o crescimento €
reiniciado, embora a uma taxa mais lenta (KAUR, KHANNA, 2017). No entanto,
algumas bactérias ndo apresentam essa fase de aclimatacdo, e o crescimento persiste a
uma taxa intermedidria até atingir o estado estaciondrio. Essas espécies englobam as
bactérias mesofilicas Bacillus subtilis, Lactococcus lactis e Enterococcus faecalis, além
da bactéria psicrofilica Vibrio sp.

Dessa maneira, essas observagdes sugerem a presenca de mecanismos préprios da
espécie que podem influenciar a resposta de diferentes bactérias ao choque frio. O tempo
necessario para a readaptacio ndo pode ser completamente atribuido a faixa de
temperaturas ideais de crescimento ou a filogenia das espécies bacterianas. A pesquisa
realizada neste trabalho € o primeiro estudo que relata o aumento populacional de
bactérias em curto periodo apds o choque frio, portanto, os mecanismos envolvidos na
maior multiplicacdo ndo foram completamente elucidados, sendo necessarios maiores

estudos para o entendimento da rdpida divisdo destas células bacterianas. A densidade
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populacional alta € fator chave para a ocorréncia da doenga mancha branca em milho

(ROCHA et al., 2019; ESCANFERLA et al., 2006).

3.5.3 Temperatura Na Severidade De Lesdes Causadas Por Pantoea ananatis Em Milho

A queda de temperatura determinou um aumento na severidade de lesdes causadas
por P. ananatis em plantas de milho. Os sintomas observados em plantas de milho em
estadio fenoldgico vegetativo e inoculadas com P. ananatis foram os mesmos relatados
por Zhao et al. (2021). Plantas inoculadas e mantidas a 25 °C continuos exibiram sintomas
de infeccdo pela bactéria (Figura 11). No entanto, a severidade das lesdes foi
significativamente maior quando as plantas passaram por uma queda de temperatura, a
15 °C por 12h (Figura 12). O acréscimo foi, em média, de 31% na severidade em plantas

que sofreram oscilagdes de temperatura.

Figura 10. Severidade de lesdes causadas por P. ananatis (isolado UFU B13) inoculada
em folhas de milho (Férmula - Syngenta®) e mantidas sob diferentes regimes térmicos.
(A-D) Testemunha sem inoculac¢do (B-E) plantas mantidas a 25/15 °C a cada 12 h e (C)
plantas mantidas a 25 °C. (D-F) leitura da area foliar afetada mensurada pelo sistema de
andlise foliar Windias®.

A B C
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Ressalta-se que a queda de temperatura de 25 °C para 15 °C por um periodo de 12
h, ndo pareceu ser essencial para a ocorréncia de lesdes, mas sim na intensificacdo da
severidade da doenca (Figura 12). Isso porque a umidade relativa nio sofreu variagdes
durante a conducgdo deste experimento, sendo apontado por Fernandes et al. (1995) como
um dos fatores mais limitantes para a ocorréncia da doenga.
Figura 11. Média de severidade (%) de lesdes em folhas de milho inoculadas com P.
ananatis (isolado UFU B13) submetidas a 25 °C ou 25/15 °C a cada 12h. Barras

representam o desvio padrdo da amostra e letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Costa et al. (2013), concordando com Fernandes et al. (1995), observaram que o
aumento da AACPD e da severidade da mancha branca do milho coincidiram com a
diminui¢do da temperatura minima média didria, entre 19,44 °C e 17,42 °C, momento em
que a umidade relativa média manteve-se em torno de 75%. Fernandes e Oliveira (1997)
também observaram que temperatura noturna em torno de 14 ° C € uma das condicodes
favoraveis para o desenvolvimento de epidemias.

As mudancas ambientais, especialmente as flutuacdes de temperatura e umidade
durante o ciclo de crescimento do milho, foram apontadas por Xing et al. (2023) como
importante fator na ocorréncia da doenca. Eventos meteoroldgicos podem induzir
variacOes na temperatura e umidade ambiental, afetando a ecologia microbiana, bem
como as respostas fisioldgicas das plantas de milho nos diferentes estidgios de
desenvolvimento. Tais mudancas podem alterar a suscetibilidade do hospedeiro ou suas
interagdes com patdgenos. A duragdo da umidade superficial e da umidade relativa se

constituem em fatores ambientais cruciais na patogénese e progressdo de numerosos
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patdgenos de plantas, inclusive de P. ananatis (XING et al., 2023). No Parand, observa-
se a uma média mensal histdrica de temperaturas minimas de 13,4 °C, durante os meses
de margo a agosto, época em que o cultivo de milho segunda safra estd ocorrendo (IDR-
PR, 2024). O possivel impacto das temperaturas baixas pode refletir no desenvolvimento
da doenga mancha branca e no sistema de defesa de plantas de milho.

Foyer et al. (2002) destacam a sensibilidade das folhas de milho a temperaturas
baixas, o que pode resultar em inibi¢do substancial da assimila¢do de CO; e na regulacio
negativa do transporte de elétrons fotossintéticos, podendo tornar as plantas mais
suscetiveis a danos oxidativos e a respostas fisioldgicas adversas, o que, por sua vez, pode
afetar a capacidade das plantas de resistir a estresses. De acordo com Goering et al. (2021)
controlar a tolerdncia de milho a exposi¢cdo a baixas temperaturas pode melhorar
potencialmente a resposta a doencas. Concordando com os resultados obtidos neste
estudo, na Figura 13 € evidente que plantas inoculadas e mantidas a 25 °C apresentaram
menor severidade quando comparadas as mantidas no regime de alternancia e queda de

temperatura de 25 °C para 15 °C.

Figura 12. Plantas de milho inoculadas com Pantoea ananatis (isolado UFU B13). (A)
Testemunha sem inoculacdo (B) plantas mantidas a 25/15 °C a cada 12h e (C) plantas
mantidas a 25 °C.

A maior severidade de lesdes em plantas submetidas a queda de temperatura esta
potencialmente ligada as respostas de estresse das plantas de milho, que pode reduzir sua
imunidade frente aos patdgenos. Por outro lado, convém observar a hipétese de maior
viruléncia da bactéria. A viruléncia refere-se a capacidade do microrganismo de causar
doencas em um hospedeiro (CASADEVALL; PIROFSKI, 2003). E uma medida da
patogenicidade, ou seja, da capacidade de um organismo causar danos ao hospedeiro e

provocar sintomas ou doengas.
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Bactérias patogénicas possuem diversos mecanismos que contribuem para sua
viruléncia, permitindo-as invadir, colonizar e resistir as defesas do hospedeiro
(MELOTTO, KUNKEL, 2013). De acordo com Diard e Hardt (2017), a viruléncia de
uma bactéria pode ser aumentada por vdrios fatores, incluindo a aquisi¢do de novos
fatores de viruléncia, mutacdes que aumentam a expressao ou atividade de fatores de
viruléncia existentes, selecdo natural em ambientes com alta densidade de hospedeiros,
uso de antibidticos que selecionam cepas mais virulentas e a pressdo seletiva exercida
pelo sistema imunolégico do préprio hospedeiro.

O estudo de Ullrich et al. (2001) acrescenta uma camada valiosa a esta pesquisa,
destacando que as bactérias fitopatog€nicas sdo capazes de detectar as condicOes
adequadas para a infeccdo e sobrevivéncia em suas plantas hospedeiras, potencialmente
guiadas por mudancas de temperatura, sinais transportados pelas plantas, pH,
osmolaridade e disponibilidade de nutrientes. A resposta aos sinais ambientais envolve o
reconhecimento de pistas especificas que permitem que as bactérias infectem com
sucesso a planta hospedeira, superem os mecanismos de defesa da planta e estabelecam
populacdes in planta propicias ao desenvolvimento da doenca.

Em sintese, a integracdo dos dados deste estudo com as descobertas de Smirnova
et al. (2001) revela uma imagem mais abrangente acerca de um possivel aumento de
viruléncia de P. ananatis em baixas temperaturas. Essa complementaridade destaca a
importancia de considerar a termorregulacdo em bactérias fitopatogé€nicas. Smirnova et
al. (2001) destacam como a transcricdo de genes de viruléncia € aumentada em
temperaturas abaixo da temperatura 6tima de crescimento da bactéria e como isso pode
afetar sua patogenicidade. O artigo cita as principais diretrizes que regem 0 mecanisSmo
de detec¢do de temperatura em bactérias fitopatogénicas, como a presenga de cascatas
regulatdrias; a potencial funcdo de cinases sensoras, proteinas que desempenham um
papel na detecc@o de sinais ambientais, ancorados na membrana interna da célula; e a
influéncia do grau de saturagdo dos &cidos graxos da membrana na conformacio e
atividade de proteinas sensoriais.

A andlise detalhada presente no artigo de Smirnova et al. (2001) contribui
significativamente ao oferecer insights adicionais sobre os efeitos da temperatura em
bactérias associadas a plantas, ampliando a vis@o da comunidade cientifica sobre o
fendmeno do aumento da viruléncia destes patégenos. Estes autores relatam que a maioria
desses sistemas de termorregulacdo mostram a expressdo aumentada de genes de

viruléncia ou secre¢do aumentada de proteinas em temperaturas reduzidas, como 16-24
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°C. Segundo os autores, este resultado € explicado pelo fato de que a maioria das bactérias
fitopatogénicas necessitam de filmes de dgua ou aerossdis para a infeccao eficiente de
plantas hospedeiras. Tais peliculas de d4gua e umidade elevada ocorrem
predominantemente quando a temperatura do ar ou a temperatura da superficie da planta
¢ baixa.

A baixa temperatura pode aumentar a viruléncia das bactérias ao desencadear a
expressao de genes de viruléncia, levando ao aumento na producdo de fatores de
patogenicidade, como toxinas, enzimas de degradagdo de tecidos e proteinas de secrecio,
por exemplo (ARVIZU-GOMEZ et al., 2013). Destaca-se a importincia da compreensio
desses mecanismos para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle de doencgas

de plantas causadas por bactérias fitopatogénicas.

3.5.4 Temperaturas Na Expressdo De Genes De Viruléncia De Pantoea ananatis Em
Milho

Compreender como as bactérias fitopatogénicas interagem com as plantas
hospedeiras e como utilizam seus mecanismos para causar doengas € essencial para o
desenvolvimento de abordagens mais eficazes para o controle de doencas de etiologia
bacteriana. A expressao dos genes de viruléncia em bactérias € influenciada por diversos
parametros, tais como osmolaridade, pH, concentracdo de ions, niveis de ferro, fase de
crescimento e densidade populacional. Entretanto, a temperatura desempenha papel
crucial como estimulo ambiental para a ativacdo da expressao dos genes de viruléncia em
muitos patdégenos (KONKEL, TILLY, 2000).

Pfeilmeier, Caly, Malone (2016) detalham sobre a complexidade do processo de
infeccdo bacteriana em plantas. Inicialmente as bactérias precisam adaptar-se a vida na
superficie epifitica, garantindo que sua sobrevivéncia seja suficiente para iniciar a
infeccdo. Essa sobrevivéncia epifitica inicial € possivel pela formacdo de biofilme e
resisténcia as alteragdes climdticas.

Neste trabalho, a expressao dos genes relacionados a formacao de biofilme (hmsP)
e de proteina de choque frio (c¢spD) foi maior em plantas inoculadas com P. ananatis e
submetidas a 25 °C com queda para 15 °C a cada 12 horas, quando em comparagao
aquelas inoculadas e mantidas permanentemente a 25 °C (Figura 14). A maior expressao

do gene para formacdo do biofilme nas plantas submetidas ao choque térmico foi
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significativa apenas nas 48 h apds a inoculag¢do, enquanto que para a proteina de choque

frio, as 14 e 72h apo6s a inoculacio.

Figura 13. Expressdo dos genes relacionados a (A) formacdo do biofilme (hmsP) e (B)
proteinas de choque frio (cspD) da bactéria Pantoea ananatis em plantas de milho e
submetidas a regimes de temperatura. * indica diferenca entre médias comparadas pelo
intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
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Biofilme se caracteriza por uma comunidade de bactérias na qual as células estdo
envolvidas em uma matriz de compostos poliméricos extracelulares e estdo aderidas a
uma superficie (BRANDA, FRIEDMAN, KOLTER, 2005). A formacdo de biofilme é
importante para proteger as bactérias de condi¢des adversas e desempenha papel crucial
na infec¢@o e colonizagdo de superficies. Os biofilmes também podem facilitar a troca de
material genético entre as bactérias e cumprem funcdo de resisténcia a antimicrobianos
(BOGINO et al., 2013).

Além do biofilme, a adaptacdo das bactérias as condi¢cdes ambientais
desfavordveis também auxilia na sobrevivéncia epifitica. Quando expostas as baixas
temperaturas, bactérias produzem as conhecidas proteinas de choque frio, ou cold shock
protein. Essas proteinas desempenham papel fundamental na manuten¢do da integridade
das estruturas celulares e a estabilidade gendmica de bactérias, permitindo-lhes manter a
viabilidade e a funcionalidade celular mesmo em condi¢cdes adversas (BERRY,
FOEGEDING, 1997; KAUR, KHANNA, 2017; ZHANG, GROSS, 2021). Autores ainda
relatam que proteinas de choque frio possam regular a expressdo de genes de viruléncia
de bactérias (WU et al., 2019; MUCHAAMBA, STEPHAN, TASARA, 2021; WEI,
SAWYER, BURBANK, 2021).
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As proteinas de choque frio assumem importante fun¢do na viruléncia de bactérias
fitopatogénicas, como Xanthomonas oryzae pv. oryzae em plantas de arroz (WU et al.,
2019); Ralstonia solanacearum em tabaco (LIU et al., 2020) e Xylella fastidiosa em uva
(BURBANK, STENGER, 2016). De acordo com Wei, Sawyer, Burbank (2021), um
homélogo de proteina de choque frio, Cspl, contribui para a fixacdo e sobrevivéncia em
longo prazo e influencia a expressdo génica de X. fastidiosa. Em um mutante da bactéria
com a delecdo do gene cspl, os autores observaram reducdo da ligacao célula a célula e
reducdo da ligac@o as superficies, além da auséncia de pili e formacao de biofilme. A
estirpe A cspl também apresentou sobrevivéncia reduzida apds crescimento in vitro a
longo prazo.

Da mesma forma, a auséncia da formacdo de biofilme em bactérias
fitopatogénicas ndo interfere apenas na redugdo da defesa da bactéria, mas também na
reducgdo da viruléncia e migragdo, bem como em diminui¢do da capacidade de invasdo e
patogenicidade em plantas (MOHAN et al., 2018).

De acordo com Bogino et al. (2013), a autoagregacdo e o desenvolvimento de
biofilme em muitas espécies bacterianas dependem de componentes da superficie
bacteriana, como flagelos, lipopolissacarideos (LPSs) e exopolissacarideos, além da
interacio com o ambiente e a deteccdo de sinais de quorum. O quorum sensing
desempenha papel fundamental em cada uma dessas etapas, regulando a expressdo de
genes envolvidos na adesdo, producdo de matriz extracelular e formacdo de estruturas
tridimensionais (MOHAN et al., 2018).

Ap6s a formagdo das microcoldnias, a produgdo de sinais de detec¢do de guorum
€ necessdria para a formacgdo de um biofilme maduro, caracterizado por maior estabilidade
e alcancado ap6s um periodo significativo de crescimento e acumulagdo de biomassa. Os
flagelos sdo necessdrios para que a comunidade do biofilme se aproxime e se mova pela
superficie foliar (BELAS, 2014). A dispersdo de biofilmes permite que as bactérias
colonizem outras superficies ou substratos, utilizando vias de motilidade e quimiotaxia
para superar barreiras fisicas e quimicas até o apoplasto da planta (PFEILMEIER, CALY;
MALONE, 2016).

Na andlise das temperaturas e sua influéncia na expressao dos genes associados a
motilidade bacteriana (motA e fliM), destaca-se um aumento significativo na expressao
de motA nas plantas submetidas ao choque frio, j& nas primeiras 14 horas apds a
inoculagdo. Notou-se uma variacdo ainda mais pronunciada entre os diferentes regimes

de temperatura ao longo das 48 horas ap6s a inoculagdo (Figura 15). A expressao de morA
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nas plantas submetidas ao choque frio foi observada como sendo 24 vezes maior em
comparacdo com aquelas mantidas a 25 °C. Adicionalmente, a expressdo do gene fliM
apresentou aumento de 4 vezes quando as plantas foram submetidas a baixas
temperaturas, em comparagao com a temperatura de 25 °C apds 48 horas. Por outro lado,
ndo foram identificadas diferencas significativas na expressao do gene eanL, responsdvel
pela codificagdo de moléculas sinalizadoras do quorum sensing em P. ananatis.

Figura 14. Expressdo dos genes relacionados a (A e B) motilidade (motA e fliM) e (C)
quorum sensing (eanL) da bactéria Pantoea ananatis em plantas de milho e submetidas a

regimes de temperatura. * indica diferenca entre médias comparadas pelo intervalo de
confianca a 95% de probabilidade.
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Neste trabalho, o aumento significativo da expressdo do gene de motilidade de P.
ananatis em plantas submetidas ao choque térmico alinha-se com os resultados de
Arvizu-Goémez et al. (2013). Os autores identificaram aumento de expressdo dos genes
relacionados a motilidade, produgdo de biofilme e ao sistema de secrecdo do tipo III em
baixas temperaturas (18°C) em comparacdo com as temperaturas mais altas (28°C). Isso
sugere que as baixas temperaturas influenciam diretamente a expressdo desses genes, 0

que pode ter implicac¢des significativas na fisiologia e no comportamento patogénico da
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bactéria. Esta observacdo € vélida para o presente estudo, uma vez que o aumento da
motilidade de P. ananatis pode ser um fator para o aumento de severidade de lesoes.

Neste estudo, mesmo que a temperatura ndo tenha exercido influéncia na
expressdo dos genes responsdveis pela produgdo de moléculas sinalizadoras do quorum
sensing, destaca-se a relevincia desse mecanismo no processo patogénico de bactérias
fitopatogénicas. Ao atingirem uma densidade populacional adequada, as bactérias podem
coordenar a ativacdo de fatores de viruléncia, resultando na capacidade de causar doencgas
nas plantas hospedeiras (ANTUNES et al., 2010; MOHAN et al., 2018). O sistema de
quorum Eanl/R em P. ananatis regula ampla variedade de genes, abrangendo detecc¢do
redox, metabolismo, formacdo de flagelos, motilidade dependente de flagelos, adesao
celular, formacdo de biofilme, reguladores, transporte, quimiotaxia, proteinas de
aceitacdo de metila, proteinas de membrana, sintese de parede celular, resposta ao estresse
e numerosas proteinas hipotéticas (SIBANDA et al., 2018).

Conforme destacado anteriormente, o aumento da motilidade de P. ananatis em
milho sob a influéncia da queda de temperatura também € um importante fator no
aumento da viruléncia da bactéria. Weller Stuart et al. (2016) destacaram que a auséncia
do gene motA, que confere motilidade flagelar, fez com que um isolado de P. ananatis
perdesse a capacidade de causar sintomas em cebola. Os autores citam que o gene motA
desempenha papel crucial na geracdo de torque, transportando prétons através da
membrana celular, o que causa a rotagdo dos flagelos. No estudo em questdo, o mutante
com a delecdo do gene motA foi flagelado, mas ndo movel.

De forma concisa, a motilidade € essencial para a capacidade da bactéria de se
mover e se espalhar, o que pode afetar sua capacidade de colonizar superficies, formar
biofilmes e infectar hospedeiros (WELLER-STUART et al., 2016). Portanto, ap0s a fase
de sobrevivéncia epifitica e de migracdo pela motilidade, os fitopatégenos devem adentrar
o tecido vegetal, para entdo iniciar o processo de colonizacdo. Uma vez dentro da planta,
as bactérias empregam sistemas de secrecdo para liberar fitotoxinas e efetores proteicos,
desempenhando diversas fungdes patogénicas (PFEILMEIER, CALY, MALONE, 2016).

De acordo com Shyntum et al. (2014), o sistema de secre¢do é um mecanismo
utilizado por bactérias Gram-negativas para secretar proteinas para o exterior da célula
ou para dentro de outras células, permitindo que as bactérias interajam com o ambiente e
com outros organismos. Existem seis tipos de sistemas de secre¢do (T1SS a T6SS), cada

um com caracteristicas distintas em relacdo aos componentes estruturais, substratos e
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mecanismos de exportacdo. O T6SS € o mais recentemente descrito e tem sido associado
a processos de patogenicidade de P. ananatis e na interacdo com o hospedeiro.

O T6SS é composto por pelo menos 13 genes principais, além de varios elementos
acessorios ndo conservados que codificam o "injectisome" do T6SS. O T6SS tem sido
implicado em uma variedade de fungdes, incluindo formacdo de biofilme, invasdo de
células hospedeiras, citotoxicidade e sobrevivéncia em macréfagos (BINGLE et al., 2008;
CASCALES, 2008). Neste estudo, observou-se aumento na expressdo do gene
responsavel por codificar para um sistema de secre¢do tipo VI funcional (T6SS) em
plantas submetidas ao choque frio, tanto as 14, 48 e 72 horas apds a inoculagdo (Figura

16). A maior amplitude entre os tratamentos foi registrada nas 48 horas apds a inoculagdo.

Figura 15. Expressao dos genes relacionados ao (A) Sistema de Secrecdo tipo VI (tagH)
e (B) protease omptin (omptin) da bactéria Pantoea ananatis em plantas de milho e
submetidas a regimes de temperatura. * indica diferenca entre médias comparadas pelo
intervalo de confianca a 95% de probabilidade.
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As proteinas da familia Omptin, que podem atuar como proteases, sao encontradas
em diversos patdgenos bacterianos, tanto em organismos humanos quanto vegetais,
desempenhando frequentemente importante funcdo na viruléncia bacteriana
(HRITONENKO, STATHOPOULQOS, 2007). Segundo Holtapels, Nobel, Valcke (2016)
vdrias caracteristicas de viruléncia de Erwinia amylovora podem ser atribuidas proteinas
da familia Omptin. Além disso, as proteinas provam ser fatores importantes que
determinam as diferengas na viruléncia entre os isolados, de outra forma consideradas
homogéneas ao nivel do genoma. Ressalta-se neste estudo a importancia da redugdo de

temperatura na maior expressdo do gene que codifica para a proteina Omptin, podendo
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estar relacionada com o aumento de viruléncia da bactéria e na maior severidade da
doenca na cultura do milho.

Neste estudo, foi constatada a influéncia do choque térmico na maior expressao
de genes associados a todas as fases do processo de patogénese bacteriana, exceto quorum
sensing. De acordo com Smirnova (2001), algumas bactérias fitopatogénicas, mesmo com
crescimento ideal entre 25 a 30 °C, apresentam aumento de expressdo de genes de
viruléncia quando em temperaturas mais baixas, entre 16 a 24 °C. Os autores apontam
que a explicacdo ecoldgica para esse fendmeno ainda ndo estd totalmente esclarecida,
indicando que o aumento da viruléncia em temperaturas mais baixas pode estar associado
ao fato de que a maioria das bactérias fitopatogénicas consome menos energia nessas
condicdes, possibilitando a alocacdo de recursos adicionais para a expressao de genes de

viruléncia e a produc¢do de proteinas relacionadas a patogenicidade.

3.6 CONCLUSAO

Este estudo destaca a influéncia da baixa temperatura na viruléncia de P. ananatis
em milho, interferindo nas interacdes patégeno-hospedeiro. E o primeiro estudo a
demonstrar o rdpido aumento populacional de P. ananatis ap6s choque térmico em baixas
temperaturas, além da maior severidade de lesdes e a expressao diferencial de genes de

viruléncia.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Este estudo revela diversidade dentro da espécie Pantoea ananatis a respeito da
presenca do gene de nucleacdo de gelo inaA. Neste estudo, o gene ndo demonstrou ser
essencial para a patogénese. Entretanto, novos estudos devem ser elaborados a fim de
identificar qudo importante € a presenca do gene inaA em P. ananatis para o
desenvolvimento de lesdes em milho, assim como a influéncia da temperatura na sua
regulacdo.

Por outro lado, os resultados evidenciaram que temperaturas baixas influenciaram
no aumento populacional da bactéria, no aumento da severidade das lesdes em plantas de
milho e no aumento da expressdo diferencial dos principais genes de viruléncia de P.
ananatis em milho.

Estes resultados possibilitam melhor entendimento acerca da influéncia do
ambiente no processo de interacdo entre a bactéria P. ananatis e a cultura do milho.
Portanto, a investigacdo do impacto das condi¢des meteoroldgicas nas interacdes entre P.
ananatis e suas plantas hospedeiras, considerando ndo apenas as baixas temperaturas, mas
também outros fatores ambientais, devem ser analisados.

Informacbes geradas por pesquisas como esta criam oportunidades de
desenvolver estratégias de manejo para a mancha branca do milho. Essas medidas de
manejo, como prdticas culturais e a utilizacdo de agentes bioldgicos, devem considerar a
influéncia da temperatura na viruléncia da bactéria, o que possibilitard maior chance de

SucCesso.
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