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Prefacio

O estudo das interagdes fisioldgico-biogquimico-moleculares que
ocorrem entre plantas e seus patégenos tem recebido atencéo
crescente. Hoje, ja se entendem melhor os mecanismos envolvidos
na producgdo de sintomas de certas doencgas, bem como detalhes
bioquimicos da atividade agressora de inumeros fitopatdgenos.
Atualmente, com base nos estudos com a planta-modelo Arabidopsis
thaliana, os mecanismos de defesa das plantas tém sido mais bem
compreendidos.

O estudante de fitopatologia e areas afins deve munir-se de espirito
inquisitivo e questionar as coloca¢des meramente estaticas, procurando
as explicagdes sobre os porqués das doencgas e de seus sintomas.
Pode-se estudar a patologia vegetal em diferentes niveis. Afitopatologia
pode ser ensinada ao agricultor, ao técnico de campo, ao agrdnomo
ou a um estudante de pdés-graduacgdo em detalhamento diferenciado,
aproximando-se da explicagdo do porqué dos eventos a medida que
se lida com grupos de estudo mais avangados.

Os estudantes de Engenharia Agrondmica, Florestal e de Ciéncias
Bioldgicas, pesquisadores e extensionistas em potencial, ndo devem
satisfazer-se com a simples observacao de sintomas de doencas,
sem entender por que uma planta murcha quando infectada por um
patdégeno vascular ou 0 que é uma podriddo mole ou uma queima de
folhas causada, em ultima analise, por metabolitos secretados por
fungos ou bactérias.

Nos ultimos anos, o advento e a aplicagdo das técnicas e dos
conceitos da chamada biologia molecular revolucionaram as ciéncias
biologicas, inclusive a fitopatologia. A descoberta da estrutura de dupla-
hélice do DNA por Watson e Crick, ainda nos anos 1950 (WATSON e
CRICK, 1953), foi 0 ponto de partida desse novo ramo da biologia que
propiciou a expansao dos dominios metodolégicos da bioquimica para
o plano das biomoléculas, suas interagles, estruturas e fungdes.

No campo especifico da interagao patogeno—hospedeira, grandes
avangos tém sido observados, na esperanga de descobrir-se novos




métodos de controle, mais eficientes e apropriados, com a conseqliente
diminuigdo do uso de pesticidas e dos crescentes riscos e danos a
saude humana. Esses novos métodos de controle seriam baseados
na interferéncia pontual nos mecanismos de agressdo e defesa
presentes nos sistemas planta—patoégeno. Isto ja ocorre na pratica,
por exemplo, com o desenvolvimento de plantas transgénicas
resistentes a doengas, que, além de mais produtivas, por
apresentarem-se livres do patégeno, possuem a vantagem adicional
de dispensar o uso de pesticidas.

Este livro & uma edi¢gdo ampliada e atualizada de um texto anterior
elaborado por J.C. Dianese (Patologia Vegetal: Agressdo e Defesa
em Sistemas Planta—Patogeno, Editora Universidade de Brasilia,
Brasilia, 1990), o qual foi o primeiro livro de fisiopatologia vegetal
publicado no Brasil (PASCHOLATI, 1995). Espera-se, com este texto,
colocar em discussao aspectos basicos e essenciais da fisiologia, da
bioguimica e da biologia molecular do parasitismo, com o objetivo de
despertar o interesse de estudantes e profissionais para a pesquisa
nessa area, de importancia cada vez maior para a fitopatologia.
O principal objetivo é fornecer aos leitores uma visaa objetiva dessa
ampla area da fitopatologia, por meio de uma apresentagéo concisa,
apoiada por apéndices capazes de dar autonomia de leitura, inclusive
para os iniciantes. O objetivo ndo é exaurir o assunto, mas sim permitir
uma exposi¢ao atualizada dos mecanismos de agressido e defesa
envolvidos nas interagdes planta—patogeno e disponibilizar uma ampla
lista de referéncias bibliograficas aos leitores que desejarem aprofundar-
se nos temas abordados. A esperanga € minorar uma deficiéncia
presente na literatura fitopatolégica no Brasil, no que se refere ao ensino
da fisiopatologia vegetal.

Os Autores
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crescimento. De forma idéntica funcionam as fitas simples de RNA
dos virdides, RNA satélites e virusoides (MATTHEWS, 1981, 1991).

No caso de virus, virdides e outras particulas similares, a entrada
no tecido vegetal s6 & possivel através de ferimentos por vetores
(acaros, insetos, fungos, nematoides), danos mecanicos, ou pelo
manuseio das plantas. Esses patégenos nao produzem enzimas e
estruturas capazes de romper as barreiras naturais da planta inclusive
aepiderme.
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entomopatdgeno V. lecanii. Ja as espécies saprofiticas e oportunistas
mostraram-se menos especificas na produgéo e na regulagdo de varias
enzimas. Assim foi possivel agrupar espécies com base na produgao
de enzimas hidroliticas, com forte correlacdo com seu tipo de
hospedeira (inseto ou planta).

Mutantes de Fusarium oxysporumf.sp. lycopersci, Verticillium albo-
atrum e Sclerotinia fructigena com baixa atividade de poligalacturonases
(PG) e metilesterases da pectina (MEPs) tém sido estudados. Todos
eles possuem viruléncia similar ou um pouco menor que os tipos
selvagens em suas hospedeiras. Assim, essas enzimas séo fafores
de viruléncia, mas nao séo determinantes da patogenicidade (ANNIS
e GOODWIN, 1997).

Ja Freeman e Rodriguez (1993) observaram que um mutante endofitico
e assintomatico de Colfetotrichum magna, diferentemente da estirpe
patogénica, n&o secretou transeliminases (TE) e, tampouco,
poligalacturonases (PG). Com isso, pode-se concluir que esses sistemas
enzimaticos parecem essenciais a acido patogénica do fungo. Contudo,
€ importante considerar a possibilidade de ter ocorrido a inativacdo de
outros genes, também envolvidos na patogenicidade, além daqueles de
interesse, em virtude do metodo de mutag¢&o induzida utilizado.

A expressdo do gene de uma transeliminase (ou pectato liase), de
C. gloeosporioides, em C. magna, um patégeno fraco de cucurbitaceas,
levou a obtengao de transformantes com maior habilidade de maceragéo
do pericarpo de abacate em relagéo ao tipo selvagem, porém com
atividade inferior a de C. gloeosporioides (YAKOBY et al., 2000).
Quando inoculados em plantulas de melancia, os isolados de C. magna
transformados apresentaram-se mais virulentos do que o tipo selvagem,
causando maceragdo dos tecidos e tombamento de mudas. Os
resultados mostraram que o produto de um unico gene (pel) aumentou
a habilidade patogénica de C. magna. Os autores sugerem que o
produto desse gene é um dos determinantes da patogenicidade,
necessario para a penetragdo e a colonizagao, talvez, de muitas
espécies de Colletotrichum.

Jaem Cryphonectria parasitica, ndo foi observada nenhuma redugao
de viruléncia quando um gene que codifica para uma poligalacturonase
foi desligado (GAO et al., 1996), no entanto, mostrou-se que esse
gene € expresso em niveis muito baixos durante a infecgéo.
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diversificados, normalmente de natureza peptidica, que podem ser
agrupados em cinco classes distintas. As toxinas que induzem clorose
880 as mais comuns e sdo designadas tabtoxina, coronatina,
tagetitoxina e faseolotoxina. Em contraste, as siringomicinas, toxinas
que induzem necrose, sdo restritas a P. syringae pv. syringae.
Agrupamentos de genes (clusters) que codificam a produgéo de toxinas
jaforam identificados, e evidéncias apdiam a hipdtese de que alguns
desses genes s3o ativados em resposta a sinais especificos da planta,
determinando uma reacdo de suscetibilidade (GROSS, 1991;
BENDER,1999).

CH,OC(CH,),CH=CH,
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Figura4 Estrutura quimica de algumas toxinas nao-seletivas
produzidas por fitopatégenos





















Mecanismos de agressdo e defesa nas interacdes planta-patogeno

45

e aincorporagao de fosfato em compostos organicos (YODER, 1980).

Toxina T

Atoxina T (Figura 5) foi detectada em tecido de mitho com citoplasma
Texas ou citoplasma T (determinante de macho esterilidade), quando
infectado com a raga T de Cochliobolus heterostrophus (anamorfo
Bipolaris maydis), e foi a principal causa da grande epidemia de queima
foliar (Southern Corn Leaf Blight) em 1970 nos Estados Unidos
(WALTON, 1997) e no Brasil.

iNH CHy HOOCé ~N
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Ne c S M,
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Figura 5  Estrutura quimica de algumas toxinas seletivas produzidas
por fitopatégenos
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A melanina também exerce um papel fundamental na patogenicidade
de fungos como Magnaporthe e Colletotrichum (YODER e TURGEON,
1996). Existem dados indicando também o papel de feromoénios na
patogenicidade de fungos. Uma proteina denominada fator a, um
feroménio produzido por Saccharomyces cerevisiae, inibiu a
patogenicidade de Magnaporthe grisea, agente da brusone do arroz,
por bloquear a formacgao do apressorio, provavelmente interferindo na
sintese de melanina (BECKERMAN et al., 1997). Cladosporium fulvum
secreta duas proteinas, ECP1 e ECP2, abundantes nos fluidos
apoplasticos, necessarias para a colonizagéo de folhas de tomate e a
formag&o dos conidios (LAUGE et al., 1998).

Do nematoide Meloidogyne javanica, foi clonada uma corismato
mutase, enzima-chave na regulagdo da via do shiquimato (Apéndice 1),
por participar da produg¢édo de aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
triptofano e tirosina), precursores de um conjunto de fitoalexinas e
substancias fendlicas importantes na defesa das plantas contra
patogenos. Como a via do shiquimato € aparentemente ausente em
nematoides, e possivel que tal enzima, ao ser injetada na planta, acelere
a conversado de corismato a prefenato (Apéndice 1, Figura B) de maneira
irregular, afetando a sintese dos compostos derivados do corismato na
planta hospedeira. Essa alteragdo possibilitaria o estabelecimento do
nematoside como parasita em plantas suscetiveis (LAMBERT et al., 1999).

5.1. Caracteristicas Intrinsecas da Patogenicidade das Bactérias
em Plantas

Existem dois tipos de intera¢es entre a bactéria fitopatogénica e
sua hospedeira: a) a intera¢@o compativel, caracterizada pelo rapido
crescimento intercelular da bactéria nas primeiras 48 h, seguido do
desenvolvimento gradual de sintomas na hospedeira (suscetivel); b) a
interacao incompativel, caracterizada pela auséncia de sintomas,
demonstrada por hospedeiras resistentes ao patdégeno.

Ja em plantas ndo-hospedeiras € em variedades resistentes da
hospedeira, ocorre também uma interagédo incompativel, porém de
efeitos imediatos e drasticos associados a uma reacao de
hipersensibilidade (RH), caracterizada pela rapida necrose das células
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é iniciada. Uma baixa eficiéncia de penetragdo de fungos foi
correlacionada com papilas que se formaram antes das hifas de
penetracdo. Afreqiiéncia de formag&o também é importante (ISRAEL
etal., 1980).

O uso de inibidores da formacdo de papilas, tais como DDG
(2-deoxi-D-glucose) na interacéo Blumeria graminis f. sp. hordei/
cevada, demonstrou que o atraso ou a inibigdo da formacg&o de papilas
induzem suscetibilidade em plantas normalmente resistentes
(VIDHYASEKARAM, 1997).

Patégenos ultrapassam a barreira formada por papilas e depdsitos
de calose usando diferentes estratégias. Alguns promovem o
retardamento da formagao de papilas, outros podem simplesmente
penetrar através de papilas. Cerca de trés horas ap6s a inoculagdo de
raizes de Viola wittrockiana por Thielaviopsis basicola ocorre a formacado
de papilas compostas de calose e agregados citoplasméaticos. No
enfanto, apesar da presenca dessas estruturas na face interna de
paredes das células epidérmicas, a hifa do patégeno nao pode ser
contida. Portanto, nem sempre a presenca de papila é sindnimo de
resisténcia (MIMS et al., 2000). Além disso, existem patégenos com
habilidade de impedir a sintese de calose ou mesmo de degrada-la
utilizando-se de p-1,3-glucanases (VIDHYASEKARAM, 1997).

Lignificacdo e Suberificacdo

Células com parede lignificada sdo mecanicamente mais rigidas e
mais resistentes a degradagao por enzimas secretadas por patogenos.
Sendo assim, a lignificag&o restringe fisicamente o patégeno (VANCE
et al., 1980; RIDE, 1980).0 aumento da sintese de lignina pelo
metabolismo dos fenilpropandides (Apéndice 1), levando & lignificacao
da parede celular, é outra resposta celular freqlientemente associada
ao insucesso da penetragdo por patégenos. Altos niveis de lignina
também estéo vinculados a chamada reagdo de hipersensibilidade,
ou seja, a morte rapida de células da hospedeira em torno do ponto de
penetracdo do patdgeno.

Os eventos bioquimicos que levam ao aumento da lignificagéo nao
sao inteiramente compreendidos. Uma possibilidade é que a acao de
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peroxidases na parede celular, ao reduzir o perdxido de hidrogénio,
gera radicais livres do alcool coniferil, que, espontaneamente, por
ligagdes cruzadas, forma lignina (WALTON, 1997).

A lignificagédo ocorre em batata inoculada com P infestans e nas
interacdes Raphanus japonica/Peronospora parasitica e Alternaria
Japonica, entre outros. O processo pode ser identificado pelo aumento
das peroxidases, FAL (fenilalanina aménia-liase) e outras enzimas
relacionadas com a via dos fenilpropandéides.

O processo de deposicdo de lignina na parede celular € suprimido
em interagdes compativeis. Em plantas sadias, o processo de
fignificagao &€ comum também, mas o tipo de lignina de planta resistente
parece ser diferente. O patégeno pode também inativar as enzimas
responsaveis pela sintese da lignina (FAL, peroxidases), como
demonstrado em Puccinia graminisi/trigo. Alguns componentes da
propria parede (e.g. mondmeros de substancias pécticas, ou seja,
derivados de &cido galacturdnico) podem ter fungao elicitora e induzir
a sintese de lignina. Em um cultivar suscetivel, o elicitor ndo & liberado
na forma adequada, raz&o pela qual a lignificagdo néo ocorre.

A suberina é um polimero insolGvel altamente resistente a
degradagao enzimatica e é depositada nas paredes celulares de varias
plantas, quando o patdégeno invade o tecido. E uma barreira eficiente
contra a penetracao de muitos patogenos. Por exemplo, em tubérculos
de batata inoculados com Verticillium dahliae, observou-se um aumento
mais rapido de camadas de células suberizadas que nos controles
nao inoculados. Varios trabalhos durante a década de 1980 mostraram
que a suberizacdo e responsavel pelo fortalecimento das paredes
celulares limitando o ingresso dos patdégenos (KOLATTUKUDY, 1981;
KOLATTUKUDY et al., 1994; VIDHYASEKARAM, 1997).

A biossintese da suberina é precedida da formac&o de cadeias
alifaticas, ou seja, cadeias lineares de hidrocarbonetos com um certo
grau de oxidacao, principalmente acidos e alcoois. Enzimas oxidativas
como desidrogenases s&o necessarias para suberificagao. A produgéo
de suberina também é dependente de peroxidases da parede celular e
da FAL. A infecgdo por fungos ativa todas essas enzimas
(VIDHYASEKARAM, 1997).

Nas interagbes compativeis, o patdégeno induz o atraso no acumulo
de suberina. Em tomate resistente a Verticillium albo-atrum, a
suberizagdo ocorre cerca de 8 h a 10 h apds infecgdo, enquanto em
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de glicosideo fendlico define a resisténcia nainteragao entre a pereira
e duas espécies de bactérias.

Normalmente, as f-glucosidases (BG) agem liberando aglicones
toxicos, os quais inibem o crescimento dos patégenos (HILDEBRAND
e SCHROTH, 1964a). Um exemplo € a agéo do glicosideo fendlico
denominado arbutina, presente em folhas de pereira. Aqui, a acao de
B-glucosidases sobre a arbutina conduz a libera¢ao de hidroquinona
(Figura 10}, um aglicone fendlico de alta toxidez a bactérias, conforme
areacgao:

pB-glucosidase
Arbutina + agua » Hidroquinona + glucose

O sistema enzimatico envolvido nessa reagdo ¢ constitutivo da
planta, mas a hidrélise de altos niveis de arbutina deve-se,
principalmente, a acdo de enzimas produzidas por fitopatogenos.

Na comparagdo entre as duas bactérias patogénicas a pereira,
observou-se que Erwinia amylovora, a bactéria da “queima de fogo da
pereira”, pelo fato de produzir baixos niveis de BG, mostrou alta
viruléncia a pereira, ao contrario de Pseudomonas syringae
(HILDEBRAND; SCHROTH, 1964b), produtora de altos niveis daquela
enzima e cujos efeitos patogénicos sdo muito limitados. Assim, as
altas doses de hidroquinona liberadas por P. syringae inibiriam a propria
bactéria, que queima brotos, mas jamais causa 0s sintomas
generalizados da “queima de fogo”, caracteristicos do ataque de E.
amylovora.

Ja em folhas de macieira, a situagdo é bem diferente, pois o
glicosideo floridizina, sob o efeito de BG endbgenas, libera floretina.
Esse aglicone pode ser oxidado a quinona, potencialmente inibidora
do agente da “sarna da macieira”, Venturia inaequalis. No entanto, o
nivel desses produtos & idéntico em plantas resistentes e suscetiveis
a sarna, indicando que 0 mecanismo de resisténcia é outro.

Nas interagdes compativeis, o patégeno ateé certo ponto preservaa
integridade dos tecidos, evitando assim a oxidacao dos fendis e uma
consequente reagao de resisténcia. Esta bem estabelecido na literatura
que os produtos da oxidagao dos fendis, como as quinonas, sdo mais
toxicos aos microrganismos do que 0s proprios fenais.
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Algumas respostas bioquimicas associadas com a RH mostram-
se semelhantes aquelas que ocorrem apds injaria mecanica,
senescéncia ou estresse (PASCHOLATI e LEITE, 1995). NaRH, apos
a penetragdo de células da hospedeira pelo agente patogénico,
rapidamente ocorre a morte simultanea das estruturas associadas.
Segundo Goodman e Novacky (1994), RH é um reflexo da disfuncéo
da membrana plasmatica da célula da hospedeira que se manifesta
em morte celular. A necrose é conseqiiéncia da morte celular.

A reacdo é considerada uma resposta de defesa induzida,
culminando na parada do crescimento e do desenvolvimento do
patdgeno na planta. Por ser uma resposta celular extrema, pode levar
a um alto grau de resisténcia a doenga.

Dangl et al. (1996) descreveram alguns aspectos bioquimicos e
moleculares associados a resposta de hipersensilidade:

i. RH é programada geneticamente e € conseqiiéncia de processos
de transcricdo e tradugdo iniciados apdés a interagdo planta—
patogeno.

ii. RHnao ocorre em todas as interagdes incompativeis controladas
por genes de resisténcia dominantes R presentes em interagdes
gene-a-gene, ou seja, nem todas as plantas resistentes
expressam RH.

iii. RH local pode estar associada a resisténcia sistémica adquirida
(RSA) em tecidos distantes do ponto de indugdo da resisténcia.

iv. Sitios de RH sao pontos para indugéo transcricional de genes
de defesa em células vizinhas, levando a producéo de fitoalexinas
e PRPs.

v. A biossintese de metabdlitos antimicrobianos e o fortalecimento
da parede celular séo eventos presentes na RH que contribuem
para a contengéo do patégeno.

vi. Finalmente, amorte celular durante a RH leva a resisténcia por
desnutricdo do patégeno ou pela liberagdo de compostos
microbiocidas presentes nestas células em fase terminal.

Existem evidéncias de que, pelo menos em alguns casos, a morte
celular ndo € necessaria para conter o avan¢o do patégeno. Portanto,
ainda ha controvérsias sobre o papel da morte celular e a seqiiéncia
de eventos durante RH.
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i. Ambas sio controladas geneticamente. Ja foi demonstrado que
a RH pode serinduzida em plantas na auséncia de um patdgeno,
assim & um suicidio programado geneticamente. Evidéncias
foram obtidas com plantas mutantes (paranoid plants) com
fenétipos alterados para RH. Alguns loci ja identificados séo:
les1 (milho); mio (cevada); acd (accelerated cell death) e Isd
(lesion simulating disease response) em Arabidopsis. Linhagens
de Arabidopsis mutantes nesses /oci expressam RH sob
condi¢cdes bidticas ou abidticas que nao induzem RH em
linhagens selvagens. Sao, portanto, reguladores negativos de
RH (BASCHGES et al., 1997; WHITHAM et al., 1999; DANGL
etal., 1996).

ii. Existem similaridades entre proteinas elicitoras produzidas ou
liberadas por patégenos de plantas e patdgenos animais. Por
exemplo, a proteina AvRXv de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria tem homologia com a proteina YopJ de Yersinia spp.
e com o determinante de viruléncia AvrA de Salmonella enterica,
sendo os dois ultimos patégenos humanos (WEINRAUCH e
ZICHLINSKY, 1999).

jii. Presenca de proteases do tipo caspases em plantas, mostrando
que a morte celular em plantas e animais tem componentes
comuns. Inibidores dessa protease foram capazes de impedir
RH em fumo inoculado com Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (GILCHRIST, 1998; WEINRAUCH e ZICHLINSKY,
1999).

Finalmente, deve-se considerar também o fato de que morte celular
€ uma caracteristica dos sintomas observados em muitas interagées
compativeis e que também apresentam muitas similaridades em
relacdo a apoptose animal. Em aveia, por exemplo, varios patbgenos
(bactérias, fungos e virus) induziram eventos de morte celular no sitio
de infeccéo e adjacéncias. O que diferenciava, contudo, as interacées
incompativeis das compativeis parecia ser a localizagio e o tempo da
morte celular durante o curso da infecgdo (YAQ et al., 2002).
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Mecanismos da Resisténcia Sistémica Adquirida

Trés etapas sa&o necessarias para ativagédo de RSA: a iniciagao ou
reconhecimento, a transducao de sinais (discutidas nas se¢des lll.1 e
[11.2) e a tradugao ou expresséo dos genes de defesa.

Durante o reconhecimento do patégeno pela planta ocorre uma
serie de eventos caracterizados por necrose, tanto em interagdes
incompativeis (RH) quanto em compativeis (DANGL, 1998). RSA refere-
se, portanto, a translocag¢édo de um sinal que ativa vias metabolicas
importantes na defesa das plantas contra patdgenos. A ativagao dessa
via pode ser por um fator abi6tico, como metais pesados, por exemplo,
ou em virtude de agentes bidticos, viaveis ou nao.

A protegéao induzida é dependente do intervalo entre o tratamento
inicial (indutor) e a subseqiiente inoculagdo do patdégeno (agente
desafiante). Essa dependéncia indica que mudangas especificas no
metabolismo da planta, envolvendo a sintese ou 0 acumulo de
compostos, sdo importantes no fendOmeno da resisténcia induzida
(RYALS et al., 1996).

Pode-se distinguir dois componentes da defesa da planta: o efeito
local e o sistémico. A agao local € caracterizada pelo acumulo de
fitoalexinas, calose, glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, lignina e
outros compostos, que irdo funcionar como uma barreira fisica a invasao
do patdgeno. Essas reagdes séo estritamente localizadas e funcionam
como um sinal que se irradia por toda a planta, ou seja, sensibiliza
celulas distantes do ponto de infeccao e coloca assim os tecidos em
estado de alerta quimico, capaz de permitir rapido desencadeamento
de defesa contra o agressor.

Uma das respostas associadas a RSA é a expressao das PRPs,
que sao ativadas por elicitores, estresse ou ferimentos. Dentre os
compostos sinalizadores para a produgédo de PRPs, estdo: acido
salicilico (AS), acido jasménico (JA) e etileno (KESSMANN et al.,
1994; STICHER et al., 1997).

Plantas utilizam moléculas sinalizadoras que, mesmo em baixas
concentragdes, podem ativar mecanismos de resisténcia em células
nao diretamente invadidas. O AS é um produto do metabolismo dos
fenilpropandides (Apéndice 1). Inicia-se com a conversao da fenilalanina
em acido transcinamico pela enzima fenilalanina aménia-liase, sofrendo
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estdo completamente elucidadas e tém sido, na atualidade, objeto de
muitos estudos.

Apés a transmissao do sinal, genes envolvidos na RSA séo ativados,
tanto local quanto sistemicamente. Alguns dos produtos dos genes
RSA tém atividade antimicrobiana, tais como quitinases, B-1,3
glucanases e osmotinas. Em plantas transgénicas, a expressao de
algumas dessas proteinas conferiu maior resisténcia (como ja discutido
em se¢des anteriores).

Cao et al. (1998) clonaram o gene da proteina NPR1, um regulador
da expressdo de RSAem Arabidopsis. A superexpressao (expressao
de um gene em sistema heterdlogo com o uso de um promotor forte,
como o CaMV 35S) de NPR1 em Arabidopsis conferiu maior resisténcia
a Pseudomonas syringae e a Peronospora parasitica, sem afetar o
crescimento ou o desenvolvimento das plantas. Essa seria uma forma
de explorar o fendmeno de RSA para produzir plantas com resisténcia
de amplo espectro, sem a necessidade de aplicagtes exdgenas de
agentes quimicos indutores de RSA.

Além do AS, outros compostos quimicos foram estudados pela
sua habilidade de induzir RSA: 4cido isonicotinico (2,6-
dicloroisonicotinico (INA), o que talvez explique o uso popular de folha
de fumo diluida em agua) e o benzotiadiazole (BTH, acibenzolar-S-
metil). O modo de a¢io desses compostos da-se por meio da indugdo
dos genes RSA, da mesma maneira que o AS induz naturalmente.
Essas moléculas possuem a mesma estrutura de anel aromatico,
indicando que este talvez seja importante no desencadeamento das
reagbes de cascata que levam a resisténcia.

Quando aplicado em folhas, o BTH é capaz de proteger diversas
espécies de dicotileddneas, incluindo fumo e Arabidopsis, além de
monocotileddneas, como plantulas de arroz contra Magnaporthe grisea
(GORLACH et al., 1996). Aplicagdes exégenas do mesmo ativador
sintético induziram a resisténcia a Puccinia helianthi em girassol
caracterizada por uma redugdo na freqiéncia de infeccdes,
conseqiiéncia da redugéo na germinagao e na formacgéo de apressorios.
Quando aplicado diretamente, o produto ndo teve nenhum efeito direto
sobre germinagdo e crescimento do tubo germinativo. Os dados
sugeriram um efeito na secre¢do de compostos fungitéxicos, como
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bioquimicamente identificados e caracterizados os elicitores, ou seja,
os componentes dos patdgenos que avisam as plantas de sua chegada.

Alguns dos primeiros elicitores identificados foram oligossacarideos
oriundos da parede celular de fungos (hepta-f-glucosideo, oligoquitina,
oligoquitosana). Esses compostos sdo, pelo menos para alguns
fungos, produzidos em cultura micelial, o que indica que ndc devem
constituir-se em produtos da acdo de enzimas produzidas pelas plantas,
mas sim produtos diretos da degradagao natural da parede celular
dos fungos (COSIO et al., 1992).

Posteriormente, descobriu-se também que lipopolissacarideos (LPS)
oriundos da superficie celular das bactérias gram-negativas
desempenham uma fung¢éo elicitora em relacéo ao sistema de defesa
de plantas e protegem a bactéria contra compostos antimicrobianos
liberados pela planta ou por outras bactérias (DOW et al., 2000).

O tratamento de sementes de tomate com acido araquidénico
aumentou a resisténcia das plantas a Meloidogyne incognita e foi
relacionado com a sintese de terpendides, indicando o acido
araquiddnico como o provavel elicitor (ZINOVEVA et al., 1996).

A purificagao e a produc¢ao sintética desses compostos elicitores
tornaram possivel o estudo dos seus receptores nas plantas.
Receptores podem ser definidos como moléculas que reconhecem
especificamente os elicitores e desencadeiam a resposta de defesa
por transdugéo de sinais. Estudos mostraram que os receptores de
hepta-B-glucosideo produzido por Phytophthora sojae sao proteinas,
pois s&o inativados por proteinases, estéo localizados na membrana
(estudos de citoquimica com elicitores marcados radioativamente),
s&o saturaveis (indicando interagéo especifica) e estéo ligados de forma
nao-covalente aos elicitores. Posteriormente, mostrou-se que um
complexo protéico de 240 kDa, presente nas membranas celulares de
soja, possui capacidade de ligar-se ao hepta-f-glucosideo. O uso de
detergentes que romperam esse complexo protéico em subunidades
resultou na perda da capacidade de ligagao ao glucosideo. Esse
complexo foi purificado por cromatografia de afinidade e descobriu-se
a presenca de trés diferentes proteinas (HAHN, 1996).

Os dados mais importantes, no entanto, sdo os gue mostram que
a afinidade da ligacao elicitor-receptor esta diretamente relacionada
ao acumulo de fitoalexina e outras respostas de defesa (DEVLIN e
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Exemplos de supressores incluem fatores protéicos e nao-protéicos
(glucanas) de Ascochyta, Mycosphaerella, Phytophthora e Uromyces.
Mycosphaerella pinodes (patégeno de ervilha) secreta um glicopeptideo
capaz de suprimir a geragdo de superoxido, o acimulo de fitoalexinas
(pisatina) e o fortalecimento da parede celular. O tratamento de tecidos
de ervilha com esse glicopeptideo levou a planta & suscetibilidade as
racas avirulentas de Stemphyllium sarcinaeforme e Alternaria alternata
(SHIRAISHI et al., 1999).

Asupressao pode dar-se no ambito do (a) reconhecimento do elicitor,
impedindo o reconhecimento deste pelo receptor, (b) da transdugéo
de sinal, ligando-se as quinases, (¢) transcrigdo dos genes de defesa,
impedindo a transcri¢cdo por diferentes e variados mecanismos, e
(d) pos-transcricionalmente, alterando a especificidade das proteinas
de defesa, ligando-se a elas (LAU et al., 1993; LAU e ELLINGBOE,
1993; SHIRAISHI et al., 1999).

1.3. Base Genética da Teoria Gene-a-Gene

Os primeiros dados sobre a genética classica da interacéo
patégeno—hospedeira vieram dos trabalhos classicos desenvolvidos
por H.H. Flor (1946 e 1947), que mostraram ser essa interagao
extremamente especifica, o que causou ceticismo na época
(STASKAWICZ, 2001), mas que trouxeram, v&-se hoje, uma nova
perspectiva para o estudo da interagdo planta—patégeno.

Flor mostrou que linhagens de linho poderiam ser diferenciadas
geneticamente por meio da inoculagdo com uma série de ragas
diferentes de Melampsora lini, e vice-versa em relagdo ao fungo, ou
seja, ragas do fungo poderiam ser diferenciadas geneticamente por
meio do uso das linhagens de linho.

Cruzamentos entre linhagens de linho, que mostraram resisténcia
a uma ou mais ragas do patogeno, com linhagens que mostraram
suscetibilidade, resultaram na segregacao para resisténcia na geracao
F2 (a segunda obtida apds o cruzamento). O numero de genes
segregando variou de acordo com o isolado do patégeno. Por outro
lado, cruzamentos entre ragas do patdégeno resultou em uma
segregacao para viruléncia/aviruléncia nas linhagens de linho,
mostrando resisténcia a uma ou mais ragas do patégeno.
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Os dados obtidos por Flor, resumidos na Tabela 3, também implicam
que: (a) a viruléncia (e suscetibilidade da hospedeira) é resultado da
auséncia ou da inefetividade do gene de aviruléncia, € nao o contrario,
visto que ainteracdo p1p1 x R1R1 resulta em intera¢é@o compativel (+);
(b) a planta s6 sera resistente se possuir o gene de resisténcia e se o
patégeno possuir o gene de aviruléncia (para que o sistema de defesa
da planta seja acionado com sucesso); (c) o fator que confere aviruléncia
é resultado de um gene dominante e nao sera efetivo (resultando em
viruléncia) quando um individuo possuir um par de alelos recessivos,
assim, P1P1 e P1p1 resultam em aviruléncia e p1p1 resulta em viruléncia.

Observou-se posteriormente que essa interagdo pode ser
influenciada por outros tipos de genes, dentre esses estdo os
chamados supressores (LAWRENCE et al., 1981). Um cruzamento
entre dois isolados virulentos deveria sempre levar a formagéo de uma
progénie de virulentos (p1p1 x p1p1), visto que viruléncia & um carater
recessivo; no entanto, alguns cruzamentos resultam em progénies
avirulentas na proporgéo 3:1 (ELLINGBOE, 1992).

A teoria do gene supressor estabelece que o gene de aviruléncia
(quando nao efetivo, resultaria em viruléncia), pode nao ser expresso,
via a supressdo causada por um gene S (supressor), resultando,
portanto, em viruléncia. Assim sendo, um genétipo contendo P1S1
seria virulento, em razdo da agao do supressor sobre o0 gene de
aviruléncia, e o genétipo p1S1 também seria virulento, pela auséncia
ou inefetividade do gene de aviruléncia.

A hipétese da supresséo pode ser resumida na Tabela 4:

Tabela 4 Efeito da interagdo entre o gene supressor e 0 gene de
aviruléncia do patégeno sobre hospedeira resistente (R1R1)

Racas parentais do patégeno

P1S1(V) X p1s1(V)
Progénie
P1S1 P1s1 p1S1 p1s1
\ Av \% \

Obs: V = virulento, Av = avirulento.
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No entanto, como é notdrio, podem existir inumeros genes de
resisténcia e inumeros genes de aviruléncia correspondentes numa
dada interagdo, tornando os fendmenos de compatibilidade e
incompatibilidade menos presumiveis.

Isso € demonstrado experimentalmente quando gcruzamentos entre
progénies avirulentas e virulentas resultam em propor¢des diferentes
de 3:1. Dois genes (R1R2 e P1P2), por exemplo, resultam na proporgao
de 15 intera¢Ges compativeis (suscetibilidade) para cada interagédo
incompativel, se ambos os genes de resisténcia forem necessarios para
conferir o carater (DAY, 1974; BRIGGS e JOHAL, 1994; ELLINGBOE, 1996).

Assim, tomando-se o conjunto génico da planta responsavel pelo
sistema de defesa como um conjunto relativamente grande de genes,
com centenas de genes, torna-se compreensivel que os modelos de
Flor, da teoria gene-a-gene, e de VanderPlanck, das resisténcias
monogénicas e poligénicas, ndo se adequam a todo e qualquer
patossistema. Na verdade, sob o ponto de vista estrito da interagéo
molecular, toda resisténcia é poligénica, apesar de que, do ponto de
vista pratico do melhoramento genético, determinadas variedades
possam possuir genes de resisténcia de tal importancia para o sistema
de defesa, que sua falta condicionara o fenétipo suscetivel.

1.4. Clonagem e Caracteriza¢ao dos Genes de Resisténcia e
Aviruléncia

Mecanismos de agressdao e defesa nas intera¢bes planta—patégeno. Brasilia, 2003

A clonagem de genes de resisténcia (chamados R), obtida a partir
do inicio dos anos 1990, comprovou ¢ que muitos esperavam: que as
proteinas codificadas por esses genes possuem varias caracteristicas
em comum, sugerindo que plantas desenvolveram mecanismos de
resisténcia comuns, por meio de mecanismos semelhantes de
transdugao de sinal, para a expressdo da resisténcia a uma variada
gama de patogenos nao relacionados (SHEPHERD e MAYO, 1972;
STASKAWICZ et al,, 1995; HAMMOND-KOSACK et al., 1996;
HAMMOND-KOSACK e JONES, 2000; HEINRICH et al., 1998).

Fortaleceu-se mais do que nunca a idéia de que as plantas
desenvolveram um sistema de defesa em que cada célula é capaz de
bloguear o estabelecimento e/ou desenvolvimento do processo infectivo,
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por uma combinagdo de defesas constitutivas e induzidas
(ALBERSCHEIM e ANDERSON, 1975; DIXON e LAMB, 1990).

O modelo receptor-elicitor (GABRIEL e ROLFE, 1990) para explicar
ainteragdo entre os genes de resisténcia (receptor) e os de aviruléncia
(elicitor) foi confirmado no dmbito molecular, inicialmente, para o
patossistema Cladosporium fulvumAomate, depois para diversos outros
patossistemas.

A clonagem dos genes de aviruléncia (avr) deu-se, principalmente,
a partir da selegéo de mutantes de patégenos com capacidade de
infeccdo alterada e induzindo-se rea¢ao de hipersensibilidade a partir
de extratos purificados do elicitor ou pela produg&o de mutantes com
a viruléncia bloqueada (via tratamento com ultravioleta, por exemplo).
Os primeiros genes de aviruléncia clonados foram avrD de P, syringae
pv. glycinea (STASKAWICZ et al., 1984) e avr4 e avr9 de C. fulvum
(VAN KAN et al., 1991; VAN DEN ACKERVEN et al., 1992, 1993).

A capa protéica do TMV ja havia sido caracterizada anteriormente
como o provavel elicitor da reacao de hipersensibilidade em fumo
contendo o gene N'(SAITO et al,, 1987; CULVER e DAWSON, 1989),
no entanto, mais tarde ficou claro que o gene da replicase (126 kDa)
também induz a reacé@o de hipersensibilidade desencadeada,
especificamente, pelo reconhecimento de N (PADGETT e BEACHY,
1993). Chegou-se a essa conclusdo somente ap0s a caracterizagao
molecular da estirpe Ob de ToMV (Tomato mosaic virus), que é virulento
em variedades de fumo carregando o gene N. Uma Unica mutagdo na
replicase foi capaz de tornar aquela estirpe avirulenta em fumo com o
gene N, mas nao em fumo sem esse gene (PADGETT e BEACHY,
1993). Sabe-se que alteragdes na capa protéica interferem no fendtipo
resistente, mas esse efeito € apenas basal, quando comparado aos
efeitos da replicase. Também a proteina do movimento do TMV (30
kDa) age como elicitor em linhagens de tomate carregando os genes
de resisténcia Tm-2 e Tm-22. Para o Cucumber mosaic virus mostrou-
se que o gene de aviruléncia € a capa protéica (TAKAHASH! et al.,
2001). Outras proteinas virais com propriedades elicitoras foram
caraterizadas em PVX, CaMV e TBSV (CULVER, 1996).

Genes de aviruléncia adicionais ja identificados incluem: avrTsem
Puccinia graminis (ZAMBINO et al., 2000), avrBs3 em X. campestris
pv. vesicatoria (BONAS et al., 1989), cinco diferentes genes avrem X.
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resistentes, contudo, RIN4 interage com RPM1 e positivamente regula
a expressao da resisténcia mediada por RPM1, levando a RH e a
restricao do desenvolvimento do patégeno. A resposta da planta ao
ataque de um patégeno parece ser, portanto, conseqiiéncia do balango
das interagbes entre proteinas do patdgeno e da planta (MACKEY etal.,
2002; DE WIT, 2002).

Estudos recentes com cevada e Arabidopsis identificaram duas
proteinas, RAR 1 e SGT 1, fundamentais para a resisténcia mediada
pelos genes de resisténcia. Tais proteinas estariam envolvidas na
ubiquitinagdo de proteinas reguladoras e na consequiente ativagdo das
respostas de defesa. Além disso, RAR1 e SGT1 podem atuar como
chaperones das proteinas R, assegurando seu correto dobramento e
atividade (PEART e SHIRASU, 2002).

Portanto, o mecanismo pelo qual o reconhecimento das proteinas
Avr direta ou indiretamente pelas proteinas R ativaria a cadeia de
transdugéo de sinais que leva as respostas de defesa ainda néao foi
totalmente elucidado e devera ser ainda alvo de muitos estudos.

O avanco de técnicas moleculares como mutagénese por PCR
(KAMMANN et al., 1989) tem permitido o rapido estabelecimento das
regides dos genes com importancia funcional e a possibilidade de
subclonagem e utilizag&o de pequenos peptideos, oriundos de genes
R, na obtencgdo de plantas transgénicas resistentes. A obtengao de
plantas transgénicas resistentes via expresséo de genes R é rotina
em inumeros laboratorios no mundo, no entanto, tem sido comum a
rapida quebra da resisténcia por meio do aparecimento de isolados
dos patégenos que nido expressam o desejavel gene de aviruléncia.
A resposta para isso tem sido a busca incessante de mais e mais
genes de resisténcia, para uma possivel piramidizagio desses genes.

A inducao artificial da RH foi proposta como uma estratégia para
obten¢ao de resisténcia de amplo espectro em plantas. De Wit sugeriu,
em 1992, que RH poderia ser induzida por um sistema de dois
componentes. A inducdo da morte celular e respostas endogenas
ocorreriam ao se colocar um gene Avr sob o controle de um promotor
induzido por um patégeno em uma planta com um gene R
correspondente. Hennin et al. (2001) mostraram que o gene Cf-9 de
tomate e Avr9 de C. fulvum podiam ser funcionalmente expressos em
outra planta, no caso, em Brassica napus (colza) e que os dois
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Apéndice 2

A Via do Acetato-Mevalonato

Essa via metabdlica leva 4 sintese de compostos importantes para
a planta, como as giberelinas, muitas fitoalexinas, o acido abscisico e
varias fitotoxinas produzidas por patdgenos.

O acetil-coenzima A ou acetil-SCoa (H3C-CO-SCoA) é produzido
principalmente pela via glicolitica a partir de piruvato, ou por meio da
beta-oxidag&o dos acidos graxos. A hidrolise de acetil-SCoA ocorre
segundo a equacéo:

> Acetato- + HS-CoA + H+

Acetil-CoA + H,0 <

A sintese dos compostos denominados terpendides ou isoprendides,
que englobam os chamados esterdides ou terpendides tetraciclicos,
inicia-se com a formagao de isopentenilpirofosfato (IPP) a partir de
acetil-SCoA, sendo essa a primeira etapa da via do acetato-mevalonato.
Resumidamente, essa via pode ser sintetizada nas seguintes etapas:

(1) 2 Acetil-SCoA --> Acetoacetil-SCoA + HSCoA
(2) Acetoacetil-SCoA + Acetil-SCoA + H20 --> -->3-hidroxi-3-metil-
glutaril-SCoA --> Mevalonato

(3) Mevalonato + 3 ATP --> IPP + 3 ADP + Pi + CO2

IPP é uma substancia quimicamente muito ativa gragas a presenga
do radical pirofosfato em sua composicéo. Isso da ac IPP a capacidade
de condensar-se formando moléculas com 10 (monoterpenos), 15
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135, 139, 140, 142, 143, 144,
146, 150, 157, 178, 192

Xantana, 77

Xanthomonas axonopodis pv. citri,
81, 102

Xanthomonas campestris, 25,
74,77, 84

Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, 143, 168

Xanthomonas oryzae, 188
Xantomonadina, 81
Xilanas, 27

Xilanases, 27, 31, 33
Xiloglucanas, 27, 52
Xilose, 27

Xylella fastidiosa, 168, 180
Ziniol, 42
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