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Apresentacao

A preocupagao crescente da sociedade com a preservagao e a conservacao
ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo de tecnologias para a
implantagdo de sistemas de producdo agricola com enfoques ecoldgicos,
rentaveis e socialmente justos. O enfoque agroecolégico do empreendimento
agricola se orienta para 0 uso responsavel dos recursos naturais (solo, agua,
fauna, flora, energia e minerais).

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia orienta sua programacdo de
P&D para o avanco de conhecimento e desenvolvimento de solucdes
tecnolégicas para uma agricultura sustentavel.

A agricultura sustentavel, produtiva e ambientalmente equilibrada apoia-se em
praticas conservacionistas de preparo do solo, rotagbes de culturas e
consorcios, no uso da adubagéo verde e de controle bioldgico de pragas, bem
como no emprego eficiente dos recursos naturais. Infere-se dai que os
processos biologicos que ocorrem no sistema solo/planta, efetivados por
microrganismos € pequenos invertebrados, constituem a base sobre a qual a
agricultura agroecoldgica se sustenta.

O documento 194/2005 aborda diversos aspectos da interagdo entre plantas e
microrganismos 0s quais podem ser de carater patogénico, saprofitico ou
benéfico. O processo inicial de colonizagao envolve o reconhecimento da planta
pelos microrganismos e ocorre através de interagbes fisicas ou de sinais
moleculares produzidos pela indugdo de genes especificos regulados por
diversos fatores ambientais. O entendimento completo dessa complexa
interacdo ainda é um desafio da pesquisa, conforme discutido no documento
apresentado e, portanto, torna-se necessario entender as relagdes ecoldgicas
entre as comunidades microbianas, as plantas e o ambiente, sendo este
influenciado por fatores biéticos e abiéticos.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Interacoes entre Plantas e Microrganismos

Verbnica Massena Reis

1. Introdugéao

Um dos maiores desafios das préximas décadas para as ciéncias
biolégicas €& o entendimento da natureza da acido dos
microrganismos principalmente os que atuam no sistema solo-
planta. Virtualmente, todas as plantas vivem em associacdo com
microrganismos que podem colonizar a superficie (colonizagao
epifitica) ou ocupar os espacgos intercelulares (colonizagao
endofitica) de tecidos vegetais. Mesmo em um ambiente dito hostil,
como a superficie foliar, que é exposta a rapidas e freqlientes
mudancgas de temperatura, umidade, radiagdo UV, entre outras, uma
diversa comunidade pode habitar este nicho como bactérias, fungos
filamentosos, algas, e menos freqliente temos a presenca de
protozoarios e nematodides (ANDREWS & HARRIS, 2000). Bactérias
do género Pantoea (antiga Erwinia) e da espécie Pseudomonas
syringae sdo os microrganismos colonizadores epifiticos de folhas
mais abundantes. O maior determinante da abundancia de
microrganismos € a disponibilidade de fontes de carbono
(ANDREWS & HARRIS, 2000). As fontes comumente encontradas
nas folhas e colmos sao: glicose, frutose e sacarose. Estas fontes
simplesmente extravasam do interior das plantas, principalmente de
areas com injurias ou saem a partir de tricomas granulares (TUKEY,
1970), que sdo os sitios mais populosos da superficie das plantas
(ANDREWS & HARRIS, 2000, DAVIS & BRILANSKY, 1991;
MERCIER & LINDOW, 2000)

O passo crucial tanto para patogénese como para efeitos benéficos
€ a colonizacdo do tecido vegetal. As superficies das plantas
contem varios microorganismos que nao sdo homogeneamente
distribuidos. Existem areas desertas e areas com uma populagao
elevada geralmente formando microcolbnias ou biofilmes. Estas
microcoldnias sao o lugar ideal para a comunicagao entre bactérias.
O sistema de comunicagdo entre microrganismos € sendo
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conhecido como “quorum sensing” (QS) (LUGTENBERG et al.,
2001).

Os microrganismos apresentam ampla diversidade taxondémica e
estrutural, responsavel pela ocupacao de diferentes nichos
ecologicos, até mesmo o mais hostil. No entanto, se as condi¢des
sao mais favoraveis, eles vao crescer e multiplicar. Além disso, é
necessario entender as relagdes ecologicas entre as comunidades
microbianas, sua fungdo e como este processo depende de fatores
bidticos e abidticos.

2. Consideragoes basicas

Baseado nas interacbes dos microrganismos com as plantas,
podemos classifica-los como patogénicos, saprofitos e benéficos.
Os patogenos atacam tecidos vivos de folhas, colmos ou raizes; ja
os saprofitos vivem em tecidos mortos e sdo importantes na
ciclagem de nutrientes. Os microrganismos ditos benéficos podem
ser usados como inoculantes sendo classificados de acordo com a
sua aplicagao: biofertilizantes (como os rizdbios), fitoestimuladores
(auxinas produzidas por Azospirillum sp.), rizoremediadores (ex:
Pseudomonas) e biopesticidas (ex: Bacillus thuringiensis).

O interior das folhas € um ambiente mais favoravel a colonizacéo de
microrganismos. A umidade €& mais controlada ja que a cuticula
contém cera que minimiza as perdas de agua. A epiderme das
folhas contém pequenas aberturas chamadas de estématos que
permitem a troca gasosa e perda de agua, embora possam fechar
nos periodos mais secos. Quando estdo abertos permitem a entrada
aos espacos intercelulares das folhas (apoplasto) e servem como
importante via de colonizacao interna (BEATTIE & LINDOW, 1995,
1999).

Uma colonizagdo bem sucedida envolve varias etapas: boa defesa
do interior das células, eficiente absorgao de nutrientes em baixas
concentragdes e finalmente, o enfraquecimento ou mesmo a
destruicdo dos organismos competidores. Poucos estudos tem sido
realizados sobre a interacdo entre microrganismos na rizosfera.
Temos alguns estudos sobre a interagao bactéria-fungo (SMITH et
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al.,, 1999; LEE & COOKSEY, 2000). A interagdo planta
microrganismo também ¢é influenciada pelo gendétipo da planta como
observado para bactérias diazotréficas e para Bacillus cereus
inoculado em tomate (SMITH et al., 1999; SIMON et al., 2001).

As raizes e a rizosfera séo colonizadas por uma grande variedade
de microrganismos e especialmente a rizosfera oferece mais
protecdo que a filosfera contra a dessecagdo, temperatura e
estresse luminoso. Também é mais abundante sob o ponto de vista
de fonte de carbono e minerais (BOTTON et al., 1992; CURL &
TRUELOVE, 1986; WALKER et al., 2003). Plantas exsudam mais de
20 % do carbono fixado para a rizosfera (MARSCHNER, 1995)
mostrando a importdncia da manutencdo dessa comunidade
microbiana pela planta. Bactérias, fungos e nematoéides podem viver
na forma de vida livre ou aderidos a superficie das raizes
colonizando-a de forma aparentemente desordenada (NEWMAN &
BOWEN, 1974). Os sitios de exsudagdo como na juncao das raizes
secundarias sdo os mais populosos (BLOEMBERG et al., 1997;
LUGTENBERG et al.,, 2001). Os microrganismos podem penetrar
nas raizes através de aberturas na epiderme provocadas pela
emergéncia das raizes laterais ou por feridas causadas por varios
herbivoros (BACON & WHITE, 2000).

3. Reconhecimento das plantas pelos microrganismos

Reconhecimento é considerado como o estagio inicial para ocorrer
uma resposta da planta a presengca dos microrganismos. Este
reconhecimento pode ocorrer através de interagao fisicas tais como
adesinas, fibrilas, flagelo, sistema de secrecao tipo Ill e IV ou pela
sinalizacdo de pequenas moléculas.

A comunicagao entre bactérias da mesma espécie ou mesmo entre
populacdes diferentes, pode ocorrer através da troca de substancias
soluveis tais como N-acyl homocerine lactones (AHLs). Estas
substancias podem ser dipeptideos ou quinolonas como no caso de
Pseudomonas aureginosa (HOLDEN et al., 1990; PESCI et al.,
1999). Também ha casos de substéncias ainda ndo identificadas e
de baixo peso molecular como a produzida por Xanthomonas
campestris (POPLAWSHY et al., 1998) ou substancias volateis do
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grupo dos acidos graxos. Interessante que todas as plantas
excretam substancias que imitam a atividade das AHL de bactérias
(TEPLISKI et al., 2000).

A regulagdo da produgdo destas moléculas ligadas ao QS sao
extremamente complexas, bem como sado afetadas pelo ambiente.
Componentes ligados a regulagdo destas substancias foram
descritos por AARON et al., (2000); BLUMER et al., (1999). Um bom
exemplo da interagcdo de comunidades microbianas € o caso da
producdao de Phl (2,4 diacetyl fluoroglucinol), como da auxina de
Azospirillum (VANDE BROEK et al., 1999) é sujeita a autoinducao.
Esta autoinducédo é controlada pelo metabdlito salicilato excretado
pela planta, pelo metabdlito bacteriano pioluteorin e pelo acido
fusarico, uma toxina produzida pelo fungo patogénio Fusarium
(SCHNEIDER-KEEL et al., 2000).

O sistema QS é baseado na producdo de sinais moleculares
difusiveis referidos como autoindutores. Estas moléculas acumulam
no ambiente e a resposta dos microrganismos ocorre quando a
concentracdo destas moléculas excedem a uma concentragao
critica (FUQUA et al., 1994). QS agem de forma organizada e sé
sdo expressos quando a populacdo atinge uma certa densidade
(FUQUA et al., 1994). Em bactérias Gram-negativas, o grupo mais
estudado é o das N-acyl homoserine lactonas (AHLs). Outros sinais
também sdo encontrados como em Ralstonia solanacearum onde o
acido 3-hidroxi-palmitico metil-ester (3-OH PAME) serve como
autoindutor  controlando a  produgdo do fator EPS
(exopolissacarideo) de maior viruléncia. Em Xanthomonas
campestris, exocoenzimas e a producao do EPS sao reguladas pela
densidade celular e pela presenca de acidos graxos a, B (cis-11-
metil-2-dodecenoic acid) (VOJNQV et al., 2001; WANG et al., 2004).
No caso de Erwinia carotovora ocorre a utilizacdo do AHLs para
iniciar o ataque patogénico apenas quando a populagao é capaz de
dominar as defesas da planta (WHITEHEAD et al., 2002).

4. Quimiotaxia por exudatos de plantas

resultam no efeito aditivo no caso de indugdo de protecdo em
Arabodopsis thaliana contra P. syringae pv. tomato (VAN WEES et
al., 2000).

8. Consideracgoes finais

Diversas condicbes ambientais tais como pH, temperatura,
osmolaridade e limitagdo de nitrogénio participam de forma
importante na regulacdo dos genes envolvidos na interagao planta-
bactéria, e em varios casos o0 mecanismo de como estes sinais sdo
detectados ainda é desconhecido. Quando se acha que um
mecanismo € bem conhecido como o caso da interagao rizébio-
leguminosa, outras espécies de bactérias pertencentes ao género
Burkholderia (B-proteobacteria) sdo descobertas como formadoras
de nodulos (MOULIN et al., 2001) e podem utilizar a mesma forma
de simbiose. Outras interagbes como as de Agrobacterium
rizogenes e A. vitis ainda estdo sendo exploradas. Muito se tem
para explorar e conhecer e outras proteinas estdo sendo descritas
como responsaveis na interagcao planta-microrganismo.
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de FMA do género Gigaspora formam uma simbiose com bactérias
diazotroficas classificadas como ‘Candidatus  Glomeribacter
gigasporanum” (BIANCIOTTO et al., 2003). A espécie Gigaspora
margarita possui uma populagdo residente de 250.000
endosimbiontes do género Burkholderia no citoplasma de uma unica
célula (RUIZ-LOZANO & BONFANTE, 2000).

7. Agentes de biocontrole e biopesticidas

Existem hoje formulagbes para o biocontrole de plantas contra
fungos. Em sua maioria fazem uso de bactérias como Bacillus,
Pseudomonas e Streptomyces e do fungo Trichoderma, Gliocladium
e estirpes nao patogénicas de Fusarium. Os mecanismos usados
por estes agentes de biocontrole incluem: exclusdo do nicho como
por exemplo o dano causado pela colonizacdo foliar de
Pseudomonas syringae (LINDOW, 1995); competicdo por nutrientes
como por exemplo por carbono por Fusarium (ALABOUVETTE,
1986) e por Fe™ produzindo sideréforos como em Pseudomonas
pudica estirpe WCS358 (BAKER et al., 1990); producgdo de quitinase
por Serratia marcescens (ORDENTLICH et al, 1987) e por
Trycoderma (SIRVAN & CHET, 1989); produgdo de AFMs
(metabdlitos antifungo) como Phl (2,4-diacetyl phloroglucinol)
produzido por Pseudomonas (BANGERA & THOMASHOW, 1996),
derivados de fenazina (THOMASHOW & WELLER, 1988; PIERSON
et al.,, 1995, CHIN-A-WOENG et al., 1998; DELANY et al., 2000)
pioluteolin (NOWAK-THOMPSON et al., 1999) e pirrolnitrina
(KIRNER et al.,, 1998). Recentemente foi descoberto que alguns
biosulfactantes agem como AFMs (STANGHELLINI & MILLER,
1997; NIELSEN et al., 2000; THRANE et al., 2000); IRS (“induced
systematic resistence”) é observada por algumas Pseudomonas nao
patogénicas que tornam as plantas extremamente reativas contra
patégenos, incluindo os foliares (VAN PEER et al., 1999; M'PIGA et
al., 1997). O flagelo, LPS - lipopolissacarideos - e sideréforos estao
envolvidos como componentes bacterianos que causam IRS (VAN
LOON et al., 1998).

ISR difere de SAR (“systematic acquire resistence”) que é induzida
contra a infecgao de patdégenos. Ativacao simultanea de SAR e IRS
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de raizes. Substancias tais como agucares, aminoacidos, varios
acidos dicarboxilicos como succinato, malato, fumarato, e
compostos aromaticos incluindo shiquimato, quinato, vanilato,
catecol, luteolin entre outros atraem microrganismos diversos
(ASHBY et al., 1988; BERGMAN et al., 1988; PARKE et al., 1987;
ROBINSON & BAUER, 1993). A proteina envolvida é chamada de
ChvE de Agrobacterium tumefaciens que codifica uma proteina de
ligacao localizada no espaco periplasmatico (CANGELOSI et al.,
1990). Esta mesma proteina € requerida para a atragao por
acucares em Azospirillum brasilense (VAN BASTELAERE et al.,
1999). No caso de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sabe-se
que o CO, e fatores radiculares ainda nao caracterizados sao
necessarios para a quimiotaxia (BECARD et al., 2004).

O estabelecimento da bactéria sobre o tecido vegetal é importante
para o inicio de interagdes duradouras com o hospedeiro. Lecitinas
sdo importantes moléculas no caso da interagao rizébio-leguminosa
(HIRSCH, 1999). Este mecanismo de ligacdo tem duas fases na
interacao do rizobio e de Agrobacterium tumefaciens (MATTHYSSE,
1983; MATTHYSSE & KIJNE, 1998). O primeiro passo € mais fragil
e reversivel e envolve uma variedade de polissacarideos
bacterianos. O produto dos genes ndvA e ndvB em Sinorhizobium
meliloti e os homdlogos chvA e chvB de A. tumefaciens estéo
envolvidos na sintese de glucanos ciclicos (CANGELOSI et al.,
1989; DE IANNINO & UGALDE, 1989; IELPI et al., 1990;
STANFIELD et al., 1988). O segundo passo requer a sintese de
celulose bacteriana que causa uma ligacao irreversivel e a formagéao
de agregados na superficie das plantas (MATTHYSSE, 1983,
ROBERTSON et al., 1988).

5. Patégenos de plantas

Fungos sdo a classe mais importante de patégenos de plantas,
seguido dos virus e das bactérias. Naturalmente, as plantas nao
hospedeiras rejeitam os patégenos e normalmente ndo sao
colonizadas por eles. Este fenbmeno é conhecido como “resisténcia
basica” ou “incompatibilidade basica” no qual o parasitismo depende
da combinagdo certa dos fatores patogénicos que permitem o
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ataque de um particular patégeno. Compatibilidade basica é definida
como um fendbmeno altamente especifico entre uma espécie de
planta e o patégeno apropriado (LUGTENBERG et al., 2002).

Um elicitor € um sinal molecular que é reconhecido por um receptor
na planta. Varios elicitores ocorrem em patégenos, saprofitas e
simbiontes. A subsequente traducido deste receptor pode resultar
em uma resposta de defesa onde a planta por inibir o ataque do
patégeno ou permitir que um organismo simbionte colonize seus
tecidos. A maioria das moléculas de “flagellins” tais como em
Bacillus, Escherinckia e Pseudomonas mas nao em Rhizobium e
Agrobacterium compartilham aproximadamente 20 aminoacidos na
sua cadeia N terminal que age como um elicitor (FELIX et al., 1999).
Outros elicitores sdo as B-glucanos, fragmentos de quitina e
ergosterol. As plantas reconhecem estes elicitores com alta
sensibilidade e especificidade.

Outra forma de defesa das plantas é a chamada de resposta
hipersensivel (“Hypersensitive response” — HS) ou “hypersensitive
cell death”. A célula da planta agredida morre rapidamente
causando uma necrose no tecido adjacente (LAM et al., 2001). Esta
estratégia corta a acdo do patdégeno pela eliminagcdo da fonte de
nutrientes impedindo a sua dispersé&o e multiplicagdo causando sua
morte por inanigdo. Bactérias patdogenas geralmente contem um
cluster de genes conservados, o cluster hrp que é essencial para a
inducdo da resposta hipersensitiva nas plantas ndo hospedeiras
bem como da patogénese nas plantas susceptiveis. Estes
mecanismos tém sido detectados em FMA quando colonizam
plantas ndo hospedeiras.

6. Biofertilizantes

iofertilizacao representa aproximadamente 65% do suprimento de
nitrogénio para as culturas no mundo (LUGTENBERG et al., 2002)
sendo os mais conhecidos os de Rhizobiaceae e Mycorrhizae. Os
uso de biofertilizantes a base de rizébio tem como resultado a
simbiose entre bactérias promotoras de ndédulos e plantas
principalmente da familia das leguminosas. Como exemplo temos a
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soja que é a planta que mais usa biofertilizante no mundo. Os de
micorriza sao utilizados na inoculagdo de mudas utilizadas em
reflorestamentos, aumentando o efeito de absor¢édo das raizes e a
resisténcia de plantas a diversos estresses (BONFANTE &
PEROTTO, 1995; SMITH & GIANNINAZZI-PEARSON, 1998).
Biofertilizantes utilizando outras bactérias diazotréficas tais como o
Azospirillum sao utilizados em paises como o México, o Egito e a
Argentina.

As raizes das leguminosas excretam flavondides que induzem a
formacao dos nodulos desde que respeitado a interacao certa entre
o hospedeiro e a bactéria. Alguns destes flavondides sdo capazes
de ativar as proteinas regulatérias NodD que resultam na ativagao
do operon nod que codifica a sintese dos metabdlitos Nod que sao
especificos para cada hospedeiro (SPAINK et al., 2000). As
bactérias entram na planta através do corddo de infeccdo (na
maioria dos casos) e mudam para o estagio de bacteréide onde
param de se dividir e inicia o processo de reducdo do nitrogénio
atmosférico a amdnia. Para uma troca justa a planta supre o
bacteréide com acidos dicarboxilicos. Componentes bacterianos que
fazem parte do reconhecimento da planta hospedeira nos varios
estagios do processo de nodulagdo incluem os fatores Nod, EPSs
(exopolissacarideos) LPSs (lipopolissacarideos), antigenos K (que
estruturalmente sdo muito diferentes dos lipopolissacarideos) e os
glucans ciclicos periplasmaticos (SPAINK et al., 2000). Algumas
dessas moléculas sado modificadas durante o processo de
nodulacdo (GOOSEN-DE ROO et al., 1991).

NATERA et al. (2000) analisou diversos proteomas da simbiose
entre Sinorhizobium meliloti estirpe 1021 e a leguminosa Melilotus
alba no sentido de caracterizar diversas proteinas simbioticas. Eles
observaram que centenas de proteinas estavam presentes em
quantidades diferentes tanto na simbiose como em vida livre.

Micorrizas sédo a simbiose que ocorre em mais de 80% das espécies
de plantas (BONFANTE & PEROTTO, 1995). Sado simbiontes
obrigatérios que colonizam o cortex das raizes para obtencédo de
fontes de carbono em troca da assimilagdo de nutrientes,
predominantemente fésforo da solugao do solo. Algumas espécies

13



