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Apresentacao

A preocupacao crescente da sociedade com a preservagédo e a
conservagdo ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo
de tecnologias para a implantacéo de sistemas de producao agricola
com enfoques ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos. O enfoque
agroecologico do empreendimento agricola se orienta para o 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 solugbes tecnoldgicas para uma agricultura
sustentavel.

O Documento 216/06 aborda o processo de penetracéo e infecdo de
plantas por bactérias caracterizado como um evento dinamico
envolvendo o reconhecimento dos sinais moleculares, seguido da
movimentacdo da bactéria em direcdo a planta hospedeira, sua
adesdo a superficie vegetal e posterior penetracdo e multiplicagdo
no interior da planta. Para tanto, discute as diferentes vias de
penetragcdo (naturais e injurias/ feridas) das bactérias e traca um
paralelo entre o estabelecimento no interior da planta de bactérias
fitopatogénicas e endofiticas, principalmente as fixadoras de
nitrogénio, e as formas de adesé&o dos diferentes tipos de bactérias
a superficie das plantas. O documento mostra que as etapas do
processo de penetracdo e infecdo estdo bastante definidas para
algumas associacfes como por exemplo no caso de rizébio com
plantas de leguminosas, porém outras associacdes como por
exemplo a de bactérias endofiticas e gramineas ainda requerem
estudos mais detalhados visando desvendar o “didlogo molecular’
gue envolve a bactéria e a planta.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Vias de Penetracéo e Infeccao de Plantas
por Bactérias

Veronica Massena Reis
Fabio Lopes Olivares

1. Introducéo

O processo de infeccdo e colonizagdo de plantas por bactérias
caracteriza-se como um evento dindmico envolvendo o re
conhecimento dos sinais moleculares, seguido do movimento da
bactéria em direcdo a planta hospedeira, sua adeséo a superficie
vegetal e posterior penetracdo e multiplicagcdo no interior da planta.
Como regra geral, as bactérias diferem dos fungos por nédo
possuirem estruturas ativas que permitem a penetragcéo nos tecidos
vegetais. Consequientemente, fitobactérias ndo possuem a
capacidade de exercer forca mecéanica ou fisica para vencer
barreiras como a da parede celular e a pressao de tugor da planta e
por consequéncia penetrar em células epidérmicas intactas
(GOODMAN, 1982). Diante disso, a grande maioria das bactérias
penetra na planta hospedeira passivamente (excecao para bactérias
do género Rhizobium e correlatas) através de aberturas naturais ou
ferimentos.

Entretanto, células bacterianas possuem a capacidade de “sentir” o
tamanho de sua populagéo através de um mecanismo sofisticado de
comunicagdo célula a célula e notar a expressao de determinados
genes quando a populacdo atinge uma certa densidade (DONG et
al., 2001). Este tipo de regulacdo genética, que controla diversas
funcBes biolégicas das células bacterianas, incluindo viruléncia, é
conhecido como “quorum-sensing” (FUQUA et al., 1996; ROBSON
et al.,, 1997). Moléculas sinalizadoras como a acyl-homocerine
lactonas (AHLs) sdo componentes essenciais da comunicagdo e
reconhecem a expressdo de genes de viruléncia que abrange
patdégenos de plantas, animais e humanos (LEWENZA et al., 1999).
Desta forma podem promover a infec¢éo de outros organismos pelo
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tamanho de sua populacdo, sobrepujando defesas naturais e
causando a colonizacao dos tecidos.

2. Penetracao através de aberturas naturais

2.1. Estbmatos ou estomas

E um conjunto de células localizadas na epiderme dos traquedfitos,
especialmente sobre a face dorsal (abaxial) das folhas e caules
jovens, e apresentam um orificio central (ostiolo) cuja funcédo é de
estabelecer comunicagdo do meio interno com a atmosfera,
constituindo-se em um canal para a troca de gases e a transpiragéo
do vegetal. Os estdmatos sdo, a principio, constituidos por um par
de células em forma de bastédo dispostas lado a lado, chamadas
células-guarda. Estas células, quando murchas, mantém esta
configuragdo, mas quando turgidas, expandem-se para os lados,
abrindo um espaco entre elas (0 ostiolo) por onde ocorrem trocas
gasosas. Essa expansdo lateral deve-se a maior resisténcia da
parede celular ao longo da zona de contato entre as células-guarda,
0 que forca a pressdo sobre o restante da parede quando ocorre
turgéncia (figura 1).

& .,

Figura 1. Superficie abaxial de uma folha
\ ' evidenciando um estémato na depressao
| cujas células-guarda apresentam paredes
41 | espessadas e proje¢do da cuticula em forma
de crista. LE - limem estreito. Orificio
central - ostiolo.

Algumas bactérias fitopatogénicas infectam a planta hospedeira
através de estdmatos como por exemplo em Pseudomonas syringae
pv. anenae em arroz (MATSUDA & SATO, 1983) e Xanthomonas
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campestris em maca (MAAS et al., 1985). Bactérias chegam a
superficie foliar por meio de correntes de vento e chuvas de forma
aleatéria. Aquelas préximas ou sobre os estbmatos, podem
multiplicar-se rapidamente e invadir a camara sub-estomatica e por
conseguinte 0s espacos intercelulares das células do mesofilo
(KAKU, 2004). A camara sub-estomatica funciona como via de
entrada e saida para as bactérias, que em muitos dos casos
emergem como uma massa de uma substancia ndo identificada,
provavelmente polissacarideos de origem bacteriana, constituindo
in6culo secundario para disseminacédo da bactéria. A infeccdo dos
estbmatos por bactérias fixadoras de nitrogénio foi relatada para H.
rubrisubalbicans em cana-de-agucar (OLIVARES et al., 1993) e para
a bactéria Pantoea aglomerans em associacao com trigo (RUPPEL
& WACHE, 1989).

2.2. Hidatodios

Sao aberturas semelhantes aos estdbmatos que se encontram nas
pontas e nas margens das folhas de algumas espécies de plantas.
Ocorrem principalmente em bordos dentados e serrilhados de folhas
ou no seu terco superior de plantas da familia das bréassicas,
gramineas, crassulaceas e saxifragaceas. Sado divididos em
hidatodios epidermais e hidatddios epitemais, estes ultimos também
chamados de estdmatos aquiferos. O hidatédio epitemal é
constituido de células estomaticas rigidas, permanecendo o ostiolo
sempre aberto. A camara subestomatica é constituida por tecido
parenquimatico aquifero, chamado epitema, onde se encontram
terminacgdes de vasos lenhosos (ou nervuras) que conduzem agua.

A funcédo dos hidatodios esta ligada a eliminagdo do excesso de
agua que eventualmente tenha entrado na planta. Essa eliminagéo
ocorre na forma de gotas d'dgua contendo sais minerais (seiva
bruta). Nestas estruturas, sob elevadas condicdes de umidade e
baixa evapotranspiragcdo, principalmente nos primeiras horas da
manha, ocorre secre¢do de gotas de agua na superficie foliar. Com
0 aumento da transpiracdo, esta gota é reabsorvida, podendo
arrastar bactérias em suspensao para o interior da planta, mais
precisamente para o interior dos vasos do xilema. A gota de agua
secretada pelo hidatédio contém quantidades tracos de substancias
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gue podem servir como quimioatrativos e fonte de nutriente para as
bactérias (FENG & KUO, 1975).

Xanthomonas campestris pv. campestris, agente causal da podridao
negra das cruciferas, foi o primeiro fitopatégeno relatado a penetrar
através de hidatédios (MEIER, 1934; COOK et al., 1952). Estudos
utilizando microscopio eletrdnico de varredura (MEV) indicaram
também que hidatédios de plantas de arroz sdao porta de entrada
para X. campestris pv. oryzae, estando envolvidas na especificidade
parasita-hospedeiro (MEW et al., 1984).

2.3. Nectarios ou glandula nectarifera

E toda glandula em um organismo vegetal a principio capaz de
produzir e secretar néctar. S8o0 comuns nectarios em flores,
oferecendo uma fonte de liquido e carboidratos a animais, que
assim podem atuar na polinizacdo das plantas, mas também
ocorrem nectarios em diversos outros 6rgdos, com as mais
diferentes finalidades. Ocorrem na base das flores em pontos de
emergéncia de estames e do estigma e excretam substancias
acucaradas. Estas estruturas consistem de duas células guarda,
similar aquelas presentes em estbmatos, porém ndo regulam a
abertura do poro. Nesta regido ocorre deposi¢do de cutina, exceto
na regido sobre o poro. Abaixo do poro, existe uma zona de tecido
contendo de 12 a 15 camadas de células formando um canal onde é
produzido o néctar e algumas bactérias podem se multiplicar.
Estudos conduzidos por ROSEN (1936) revelaram que de 24 a 48
horas apds a inoculacdo de nectarios de péra, estes permanecem
ativos na secrecdo e que Erwinia amylovora multiplicou-se
especificamente em regibes onde existiam gotas de néctar,
acessando e colonizando o interior dos tecidos via abertura do
nectario.

Utilizando microscopio eletrénico de varredura (MEV) de flores de
péra aparentemente sadias, coletadas sob condi¢bes naturais, foi
observada a presenca de grande numero de células de Erwinia
amylovora, quase que exclusivamente colonizando a superficie do
estigma de pistilos excizados. Pistilos com mais de 10° células
bacterianas freqientemente desenvolveram frutos sadios, sugerindo
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gue esta regido se caracteriza como um sitio de multiplicagcdo. Além
disto, precipitacdes pluviométricas que ocorreram 72 a 96 horas
apoés a inoculacdo, causam um incremento nas taxas de infecgéao,
provavelmente devido a lavagem das bactérias da superficie do
estigma para a regido dos nectarios, onde ocorre a penetracdo
(THOMSON, 1978).

2.4. Lenticelas

Orgdos de arejamento encontrados nos caules e raizes. S&o
pequenos pontos de ruptura no tecido suberoso, que aparecem
como orificios na superficie do caule e fazem contacto entre 0 meio
ambiente e as células do parénquima, tendo como funcdo aumentar
as trocas gasosas. Durante a transformacdo de estdbmatos em
lenticelas, a primeira e a segunda camada de células sub-
epidérmicas ao redor da camara sub-estomatica dividem-se para
dentro e para fora do tecido, resultando na formagéo de uma massa
de células de parénquima, frouxamente associadas com grandes
espacos intercelulares. Devido a continuidade entre 0s espagos
intercelulares das células das lenticelas e dos tecidos mais internos
da planta, estas constituem sitios potenciais de infec¢do para muitos
patégenos como Erwinia carotovora (agente da podriddo mole) ou
Streptomyces scabies (agente da sarna da batata). A infeccdo de
lenticelas é altamente favorecida por umidade relativa elevada e a
base de resisténcia das plantas esta na deposi¢céo de suberinas nos
espacos intercelulares das células sob invasao bacteriana (FOX et
al., 1972).

3. Penetracéo através de Injurias e Feridas

3.1. Tricomas quebrados

Sdo apéndices de origem celular presentes na superficie de
qualquer érgéo das plantas, constituindo seu indumento. Podem ser
estruturas unicelulares, ou formadas por células em série, ou
estruturas complexas com células especializadas, simples ou
ramificadas. Podem ter origem no mesofilo ou nas epidermes. De
maneira geral sdo vistos como "pélos" ou pequenas "escamas” na
superficie de folhas e caules e com funcéo secretora ou ndo. Muitas
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destas estruturas séo extremamente frageis, colapsando facilmente
sob ligeira pressdo. A frequiéncia de tricomas na superficie foliar,
varia com a espécie e com a idade da planta, sendo maior em folhas
mais jovens e na face abaxial.

Tricoma quebrado: colonizag&o bacteriana
do tricoma que foi danificado.

Foto: Fabio Olivares

SCHNEIDER & GROGAN (1977) trabalhando com gendétipos de
tomate contrastantes quanto a densidade de tricomas na superficie
foliar infectados com a bactéria Pseudomonas syringae pv. tomato,
concluiram que os tricomas foliares servem como habitat para
sobrevivéncia de populacdes epifitas da bactéria durante periodos
de seca. Ademais, a base dos tricomas serve também como sitio de
multiplicacdo e penetracdo, pois como resultado da proliferacdo da
bactéria, frequentemente a base desta estrutura se rompe,
permitindo infec¢édo da planta (BASHAN et al., 1981).

3.2. Emergéncia de raizes laterais

Raizes laterais comumente originam-se no periciclo e crescem na
direcdo do cortex da raiz parental, rompendo a camada de células
da epiderme e emergindo para o exterior. Nestes sitios, formam-se
grandes cavidades que se constituem sitios de infeccao para muitas
bactérias, incluindo bactérias diazotréficas como Azospirillum spp
(PATRIQUIN et al, 1983), Gluconacetobacter diazotrophicus
(JAMES et al., 1994) e Azoarcus sp. (REINHOLD & HUREK, 1988).
SCHMIT (1978) investigando o0 processo de infeccdo de
Pseudomonas solanacearum em plantulas de tomate em um cultivo
“in vitro”, utilizando um MEV, verificou que 3 dias apés a inoculagéo
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Azospirillum move até a raiz
utilizando seus flagelos. Este
atracdo quimica por fonte de|
carbono (quimiotaxia) é a
primeira fase dd
reconhecimento.

<

Na rizosfera a bactérial
coloniza inicialmente al
superficie radicular — Fase
da adesao.

>

Uma vez sobre a raiz, as
lecitinas e exopolissacarideos
permitem que ocorra O
ancoramento definitivo - Faseg
Il da adesdo — Ha formagéo|
de fibrilas e troca de sinais
moleculares. Ocorre mudancd
na forma da bactéria

Uma vez efetivada 4
associacéo, é possivel que 3
bactéria colonize os tecidos
internos

Associacao

Endofitismo

Algumas estirpes sdo capzes
de colonizar o interior das
plantas, localizando-se nos
espacos intercelulares
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Figura 4: Modelo esquematico do processo de colonizacéo de bactérias do género
Azospirillumem raizes de plantas como o milho, por exemplo.




A colonizacao das raizes de plantas por rizobactérias promotoras ou
deletérias ao crescimento deve ocorrer como pré-requisito para que
a bactéria exerca seus efeitos. Neste sentido, a adesdo assume
papel relevante como caracteristica seletiva na manutencdo do
contato da bactéria com a planta hospedeira. O grupo das
pseudomonas fluorescentes € largamente reconhecido como
potentes colonizadores de rizosfera, sendo amplamente utilizadas
em programas de controle biolégico de fitomoléstias radiculares e
promogédo do crescimento (WELLER, 1983). Inameros trabalhos
demonstraram a inexisténcia de sitios especificos de adesdo nos
passos iniciais da interacdo. Os mesmos localizam-se ao longo de
todo eixo radicular e podem ser ocupados por muitas bactérias
(JAMES JR. et al., 1985; PINHEIRO, 1992).

Entretanto, ANDERSON (1983) relatou a presenca de fatores de
aglutinacdo  especificos  (glicoproteinas) conhecidos como
aglutininas, que poderiam em parte responder pela elevada
capacidade de colonizagdo de pseudomonas néo fluorescentes. O
componente de superficie da bactéria que interage com aglutininas
presentes em plantas ainda ndo é conhecido. Foi demonstrado por
DE WEGER et al., (1989) que a por¢cédo O-antigénica do LPS de P.
fluorescens e P. putida € essencial para a eficiéncia da colonizacéo,
porém néo esta envolvida na adesao de bactérias a raiz.
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as bactérias foram predominantemente observadas nos pontos de
emergéncia de raizes secundarias com raizes primarias, dispondo-
se como micro-colénias.

Abertura da raiz provocada pela emergéncia
da raiz secundéria.

Foto: Fabio Olivares

3.3. Feridas

Sao danos na superficie das raizes devido a abrasdo com o solo
durante o processo de crescimento radicular ou na parte aérea
devido a acao de chuvas e ventos. Estas feridas sao a principal
entrada dos microrganismos no vegetal.

Dentre as bactérias fitopatogénicas, Agrobacterium tumefaciens é
aparentemente a Unica que requer feridas para infectar a planta
hospedeira e induzir a formacdo de tumores (LIPPINCOTT &
LIPPINCOTT, 1969). JAMES et al.; (1994) verificaram que feridas se
constituem numa porta de entrada para Gluconacetobacter
diazotrophicus em cana-de-acucar, notando que grande ndamero de
bactérias acumulavam-se nas regiées de ruptura de células da
epiderme.

A seguir temos um modelo ilustrativo de como as bactérias podem
penetrar nos tecidos vegetais e onde e que sintomas seréo visiveis
a sua infecgéo (Figura 2).
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Figura 2: Penetragdo, multiplicagdo e sintomas causados por fitobactérias
(http://www.ufrpe.br/fitopatologia/teoricas/T07.pdf)

4. Estabelecimento de Bactérias no Interior da Planta

4.1. Bactérias fitopatogénicas

A grande maioria das bactérias fitopatogénicas sdo parasitas
facultativos, possuindo mecanismos versateis de sobrevivéncia fora
da planta hospedeira. Quando em interacdo com a planta, estirpes
virulentas de bactérias iniciam o processo de patogénese,
penetrando na planta hospedeira em sitios especificos proximos ou
com acesso facilitado ao local de estabelecimento da doencga.
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firmemente aderida e outras bactérias em suspenséo, aderem-se a
esta formando agregados de bactérias no sitio de adeséo.
Recentemente, CROES et al., (1993) apresentaram evidéncias de
que o flagelo polar de A. brasilense ou compostos presentes no
mesmo, funcionam como adesivos, mediando a adesdao radicular.

Estudos ao MEV, envolvendo a colonizacédo de raizes de gramineas
por Azospirillum tém indicado que a regido da raiz susceptivel e o
modo de adesédo sdo similares em todas as espécies estudadas,
envolvendo a formacdo de pequenos agregados ou células isoladas
principalmente na superficie das zonas de elongamento e
diferenciacdo e zona de formacdo de pélos, com relativamente
menos células aderidas aos pélos radiculares e algum grau de
colonizacao intercelular (BASHAN, 1986; LEVANONY & BASHAN,
1989). Contrario ao padrédo uniforme de coloniza¢do observado em
raizes de gramineas, BASHAN et al, (1991) avaliando a
colonizagdo da superficie radicular de outras espécies nédo
gramineas, como tomate (Lycopersicum esculentum), pimenta
(Capsicum longum) e algoddo (Gossypium herbaceum) por A.
brasiliense, verificaram que o padrdo de coloniza¢édo das diferentes
regibes anatdbmicas da raiz era dependente da espécie. Havia
variagfes quanto a adesdo a superficie dos pélos e da zona de
formacéo dos pélos, diferenciando-se, desse modo, do padréo tipico
das gramineas. Uma caracteristica marcante da adesao radicular de
Azospirillum é o ancoramento das células da bactéria a superficie da
planta por meio de um material fibrilar, bastante visivel ao MEV. E
dificil afirmar se esta estrutura citada por BASHAN et al., (1991) é o
polissacarideo que se liga ao calcofluor como citado por MICHIELIS
et al., (1991). De acordo com BASHAN & LEVANONY (1988) esta
coneccao fibrilar tem papel fundamental no ciclo de vida da bactéria,
fixando-a na micela do solo e nas raizes de plantas. HAAHTELA et
al., (1986) relataram adeséo especifica aos pélos radiculares pela
bactéria diazotrofica Klebsiella spp., ndo sendo observada a adesdo
a células da epiderme da superficie radicular. O modelo descrito na
Figura 4 descreve as diferentes etapas da adesao e colonizagéo de
bactérias diazotroficas ao tecido vegetal, neste caso esta sendo
usado o exemplo do Azopirillum colonizando raizes de milho.
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ancorar firmemente a bactéria ao sitio e permitem a formacao de
agregados. A bactéria possui enzimas como pectinase
(MATTHYSSE et al.,, 1981), a qual altera a parede celular e
permitindo uma associa¢cao mais estreita entre a bactéria e a planta.

Figura 3: Esquema da interacdo molecular estabelecida entre a planta e o Agrobacterium
que resulta na ativagao dos genes de viruléncia e transferéncia do T-DNA, em cadeia
simples, delimitado por seqliéncias de extremidade (“borders”™) e protegido por proteinas de
viruléncia (OLIVEIRA, 2006)

6.3. Adeséo de bactérias fixadoras de nitrogénio e rizobactérias
promotoras de crescimento a superficie radicular

Poucos estudos tém sido conduzidos envolvendo a capacidade de
adesdo de bactérias benéficas e sua relevancia. O maior volume de
informagéo concentra-se no estudo da interacdo entre bactérias
diazotréficas do género Azospirilum e plantas da familia das
gramineas. MICHIELIS et al., (1991) demonstraram que a adesao
de A. brasilense as raizes de trigo ocorre em duas fases
caracteristicas, a primeira (fase de adsorcdo), consiste de uma
ligacdo rapida e reversivel, enquanto que na segunda fase (fase de
ancoragem), a bactéria torna-se irreversivelmente ligada a superficie
radicular, processo que envolve polissacarideos néo identificados
gue se ligam ao calco-fluor. Nesta etapa, a bactéria torna-se
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Tomemos como exemplo os patovares de Pseudomonas syringae.
Este grupo de patdgenos € geralmente hospedeiro-especifico e
caracteristicamente coloniza o mesofilo foliar, aparecendo sintomas
de clorose e/ou necrose que em muitos casos € atribuida a
excrecdo de toxinas (GROSS & CODY, 1985). Estas bactérias
penetram no limbo foliar através da abertura estomatica, colonizam
a camara sub-estomatica e os espacos intercelulares das células do
mesofilo, secretando toxinas de acdo especificas, que
comprometem a integridade da membrana plasméatica e o
metabolismo celular. A dispersdo da bactéria se da pela
multiplicacdo excessiva no meséfilo e posterior exsudacdo de
colénias através da abertura estomatica com a acdo de chuvas e
vento. A grande maioria destas bactérias sobrevive como epifitas
(DURBIN, 1982; MITCHELL, 1984). Como um segundo exemplo,
podemos citar a etiologia do agente causal da murcha bacteriana, P.
solanacearum, uma bactéria com um amplo espectro de
hospedeiros (BUDDENHAGEN & KELMAN, 1964). Pseudomonas
solanacearum tem como sitio de infec¢éo a regido da extremidade
radicular e as juncdes de raizes secundarias. A partir desses sitios
de penetracdo, a bactéria multiplica-se nos espacos intercelulares
das células do cértex, invade o parénquima vascular e finalmente
acessa 0s vasos do protoxilema através da degradacgdo da parede
celular (WALLIS & TRUTER, 1978; VASSE et al., 1995). O interior
do limem dos vasos € blogueado pela multiplicagcdo da bactéria e
sintese de exopolissacarideos, que impedem o transporte da agua e
nutrientes para a parte aérea. Com a morte da planta hospedeira, a
bactéria pode sobreviver saprofiticamente no solo e na rizosfera de
plantas residentes (BUDDENHAGEN & KELMAN, 1964; TANAKA &
NODA, 1973).

Como podemos perceber pelos dois exemplos acima, em muitos
casos, os sitios de infecgdo estdo relacionados com o local de
estabelecimento da bactéria no interior da planta. Diferentemente de
parasitas obrigatérios, estes organismos possuem uma fase
patogénica (no interior da planta hospedeira) e uma fase saprofitica
(que envolve um mecanismo especifico de sobrevivéncia) no solo.
Parasitas obrigatorios como s&o inaptos em sobreviver na auséncia
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do hospedeiro, devem manter relacbes patogénicas mais
sofisticadas e duradouras com a célula vegetal.

4.2. Bactérias Endofiticas

Bactérias endofiticas possuem ciclo de vida similar a bactérias
fitopatogénicas, diferindo obviamente destas por ndo induzirem
sintomas de doenca a planta hospedeira, muitas das vezes
promovendo um efeito benéfico (QUISPEL, 1992). Estudos
envolvendo bactérias endofiticas sdo muito recentes na literatura
cientifica. Um numero emergente de pesquisadores tem investigado
mais detalhadamente seu papel ecolégico e possiveis aplicacdes
praticas deste tipo de interacido (DOBEREINER, 1992;
DOBEREINER et al., 1993; SPRENT & JAMES, 1995; WEI et al.,
1991, JAMES et al., 1994, 1997). Embora exista um nimero grande
de relatos mostrando que bactérias diazotroficas podem ocorrer no
interior das raizes (BALDANI et al., 1986; LEVANONY & BASHAN,
1989), uma das grandes lacunas no conhecimento dentro desta
linha de pesquisa estd na definicho dos sitios de infecgéo,
estabelecimento e atividade de bactérias endofiticas. Neste sentido,
estudos de anatomia e microscopia ganham um espaco importante.
Em uma reviséo recente SPRENT & JAMES (1995) dentro de um
enfoque anatébmico, discutem as regides anatbmicas mais aptas a
abrigar bactérias diazotréficas endofiticas. Abaixo, serdo discutidos
0s mecanismos de infeccdo e estabelecimento das principais
bactérias fixadoras de nitrogénio associadas a gramineas.

5.Infeccdo de Plantas por Acdo do Tamanho da
Populagcédo — Quorum-sensing

Bactérias que usam “guorum-sensing” produzem e secretam
compostos sinalizadores (chamados de autoindutores) a exemplo
das a N-acyl-homoserine-lactonas (AHL). Estas bactérias possuem
um receptor que detecta especificamente as AHL (indutor). Quando
o indutor se liga ao receptor, ativa a transcricdo de certos genes,
incluindo aqueles que induzem sintese. Quando um pequeno
namero de outras bactérias do mesmo tipo estdo nas redondezas, a
difusdo reduz a concentragdo do indutor das cercanias do
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("tumor inducing™), presente em todas as linhagens patogénicas de
Agrobacterium spp. Os genes presentes no T-DNA codificam
enzimas envolvidas na via de biossintese de reguladores de
crescimento, auxinas e citocininas. A sintese desses reguladores
pelas células transformadas causa um desbalanco hormonal,
levando a formacgéo do tumor no local da infeccao (Figura 3).

Outro grupo de genes presentes no T-DNA codifica enzimas
responsaveis pela sintese de opinas, que sao catabolisadas
especificamente pela bactéria colonizadora, como fonte de
nutrientes. Apos a infeccdo das feridas, a bactéria se adere a
parede celular do hospedeiro, sendo que a adesdo € pré-requisito
fundamental para a formagéo dos tumores, existindo uma relagéo
direta entre viruléncia e adesdo (LIPPINCOTT & LIPPINCOTT,
1969; DOUGLAS et al., 1982). Os pelos, “pili”, desta bactéria tém
funcdo dupla, tanto auxiliando na adesdo quanto atuando no contato
célula-célula para mediar a transferéncia de DNA (HULTGREN et
al., 1993).

Diferentemente do rizobio, lecitinas parecem néo estar envolvida na
adesdo de Agrobacterium (LIPPINCOTT & LIPPINCOTT, 1976).
Neste caso, a célula da planta possui um papel passivo na ligacao
da bactéria a planta. Agrobacterium € capaz de aderir-se a
suspensdo de células de cenoura, mortas por aquecimento ou
fixadas em glutaraldeido, com a especificidade inalterada e apenas
uma ligeira alteracdo na cinética de ligacdo (MATTHYSSE et al.,
1981).

Estes achados sugerem a presenca de um receptor constitutivo. O
fato de a bactéria aderir-se a células intactas ou mesmo a
protoplastos (células cuja parede celular foi removida), associadas a
observacbes ao microscopio permitiram concluir que existam
receptores alocados na parede celular e na plasmalema
(MATTHYSSE & GURLITZ, 1982). Apesar da célula da planta ter
um papel passivo no processo de adesdo de Agrobacterium, a
bactéria parece ter um papel decisivo. Os sitios de ligacao estédo
localizados na superficie da célula, sendo constitutivos e contendo
lipopolissacarideos (LPS) e proteinas. Apds a adesdo, a bactéria
inicia a sintese de fibrilas de celulose e estas tém a funcéo de
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horas ap06s a inoculacdo, a bactéria ja esta aderida a superficie do
pélo radicular, que comeca a se curvar ou ramificar-se. Dentro de 16
a 24 horas, o pélo esta totalmente deformado. Nestas regides, o
rizobio aparentemente digere a parede celular do hospedeiro,
formando um sitio de entrada. A presenca de enzimas pectinoliticas
e enzimas que degradam celuloses e hemi-celuloses, tém sido
demonstrada em Rhizobium (MARTINEZ-MOLINA et al., 1979).
Estas enzimas hidrolisam a parede celular do pélo radicular nas
regibes onde a bactéria esta aderida. A célula hospedeira responde
sintetizando uma fina camada de parede celular, formando o cordéo
de infeccdo, que acompanhando a multiplicacdo da bactéria, invade
o interior do cortex, liberando a bactéria no interior de células recém-
divididas. O papel de lectinas na adesédo do rizobio a superficie da
parede celular do pélo radicular tem merecido muita atencdo
(ALBERSHEIM & ANDERSON, 1975; BAUER, 1981). Lectinas séo
proteinas ou glicoproteinas com sitios mdltiplos para ligacdo a
acucares especificos presentes na parede celular da bactéria. De
um modo geral, poderiamos dizer que o primeiro passo na formacao
de nodulos por Rhizobium é a adesdo da bactéria a superficie do
pélo radicular. Esta ligacdo envolve polissacarideos presentes na
superficie da bactéria, podendo de acordo com DAZZO & HUBBELL
(1975) incluir polissacarideos extracelulares (EPS), polissacarideos
capsulares (CPS) e lipopolisacarideos (LPS). A interacdo entre
lectinas especificas presentes na parede celular do hospedeiro e
polissacarideos presentes na bactéria durante o processo de
adesdo poderia facilitar a iniciagdo do processo infeccioso, bem
como, facilitar a troca de metabdlitos e a atividade de enzimas que
degradam polissacarideos (HALVERSON & STACEY, 1986).

6.2. Adeséo de Agrobacterium tumefaciens a dicotiledéneas

Agrobacterium tumefaciens é o agente causal da galha-da-coroa,
doenca que afeta a maioria das plantas dicotiledéneas e caracteriza-
se pelo crescimento de tumores na juncdo entre o caule e a raiz
(coroa). A formacao desses tumores é o resultado de um processo
natural de transferéncia de genes de Agrobacterium spp. para o
genoma da planta infetada. Esses genes estdo contidos em um
plasmidio de alto peso molecular (120 a 250 kb), denominado Ti
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meio externo para praticamente zero, entdo a bactéria produz pouca
guantidade de indutor. Do contrario, quando muitas bactérias do
mesmo tipo estdo presentes, a concentragao do indutor passa a ser
maior, induzindo a produg&o de mais indutor. Isto forma um ciclo
positivo de indug&o e o receptor se torna ativo. Este mecanismo
induz a regulacdo de alguns genes especificos, como a lusiferase.
Uma grande variedade de bactérias Gram negativas e Gram
positivas apresentam esse tipo de fenbmeno para a regulacéo de
diversos mecanismos celulares, entre eles a expressao de fatores
de viruléncia, esporulacdo (Gram positivas), producdo de toxinas,
sintese de antibiéticos, formacao de biofilmes e motilidade.

Os genes que sao alvo da regulagcdo por N-acyl-homoserine-
lactonas (AHLs) sdo extremamente diversos e 0 mecanismo
regulatério também deve ser (BODMAN et al., 2000); entretanto, o
mecanismo de sinalizacdo de quorum-sensing é muito conservado.
Geralmente, cada bactéria produz uma quantidade basal de AHLs
gue se move para dentro e para fora da membrana celular através
de difusé@o ou transporte ativo (PEARSON, et al., 1999). Quando as
AHLs alcancam a concentracdo advinda de uma alta populacéo
bacteriana, ela interage com o fator de transcricdo da familia do
LuxR e inicia a expressdo de um determinado gene (ZHU &
WINANS, 1999). Tem sido sugerida a possibilidade de se
estabelecer um modo de inibir este mecanismo de quorum-sensing
para controlar infecgbes bacterianas (DONG et al., 2001).

6. Adesao de Bactérias a Superficie das Plantas

A fase inicial da invasdo de tecidos por bactérias € um processo
altamente dependente do acaso. Apesar da motilidade de algumas
espécies de bactérias estar garantida pela presenca dos flagelos
(GOODMAN et al, 1986) estas usualmente dependem de
ferimentos e/ou aberturas naturais para ganhar o interior das plantas
(conforme citado anteriormente). A coloniza¢do tem inicio tdo logo
as condi¢cbes favoraveis sejam encontradas aliadas a auséncia de
reacbes por parte dos tecidos das plantas. Algumas bactérias
apresentam gens hrp (do inglés “hypersensitive reaction
pathogenesis”) que elicitam a reacdo de hipersensibilidade em
determinados hospedeiros (MINARDI, 1995).
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O papel da adesdo em interacbes envolvendo plantas e bactérias
nao é completamente conhecido. No entanto, € facil pressupor que
uma vez que uma bactéria atinja um sitio favoravel, sua habilidade
para resistir a remogao constitui-se em uma vantagem seletiva. De
outro lado, a adesdo de bactérias fitopatogénicas a plantas
susceptiveis, tem sido considerada em muitos casos, como um
evento essencial no processo de infeccdo. Além disso, para que
rizobactérias promotoras ou deletérias ao crescimento exergam um
efeito fisioldgico significativo sobre a planta hospedeira, a bactéria
deve colonizar efetivamente a superficie radicular.

by

De modo geral, a adesao de bactérias a superficie da planta é
caracterizada por uma fase inicial reversivel e inespecifica que
envolve interacBes de carga ao nivel de superficie, e uma segunda
fase, caracterizada como tempo-dependente e irreversivel, sendo
mediada por propriedades adesivas de polimeros extracelulares, em
certos casos altamente especificas (ROMANTSCHUK, 1992). A
superficie das bactérias, assim como a das plantas, exibe carga de
superficie liquida negativa em meio aquoso, e desse modo forcas
eletrostaticas manteriam as células afastadas. Para aderir-se a
superficie da planta, a célula bacteriana deve sobrepor a barreira
energética repulsiva, estabelecendo pontes com cations divalentes,
ligacOes idbnicas em regides localizadas positivamente carregadas,
pontes de hidrogénio e via forcas de van der Waals (BELL, 1978;
ROMANTSCHUK, 1992). Além disso, substancias hidrofébicas
depositadas na superficie da planta (por ex.: ceras) e regibes
hidrofébicas da superficie da bactéria, podem permitir o intimo
contato entre as células e, desse modo, facilitar interacbes
posteriores (BELL, 1978; ROMANTSCHUK, 1992). O efeito positivo
de cations divalentes como Ca™ e Mg™ e o efeito negativo de
cations monovalentes como K* e Na' na adesdo tem sido
amplamente discutido na literatura. A adesdo de Pseudomonas
fluorescens estirpe E6-22 a raizes de rabanete foi estimulada por
concentracdes variando de 5 a 10 mM de célcio ou magnésio
(JAMES JR et al.,1985).

Os detalhes moleculares do reconhecimento e ligacao de sitios na
superficie da planta hospedeira sdo conhecidos em poucos
sistemas. Além do que, existem muitas controvérsias com respeito a
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importancia, a especificidade e a natureza dos fatores que
contribuem para adeséo da célula bacteriana a determinados alvos
na superficie da planta. No trabalho conduzido por JAMES JR. et al.,
(1985) em condicdes de laboratorio, tanto rizobactérias promotoras
ou deletérias ao crescimento naturalmente isoladas de raizes de
rabanete, quanto bactérias isoladas de outras fontes incluindo
Escherichia coli, foram capazes de aderir-se a superficie radicular
de plantas de rabanete. Para todas bactérias estudadas o nimero
de bactérias aderidas aumentou com o tempo e com a concentracéo
inicial de inéculo. A saturacdo no numero de bactérias aderidas
seria esperada se sitios de alta afinidade de adesdo estivessem
presentes na superficie radicular. Entretanto isto ndo ocorreu neste
estudo, demonstrando claramente a inexisténcia de especificidade
na adesao rapida. A adeséo inespecifica tem sido demonstrada
também para Rhizobium. PUEPPKE (1984) observou que a adesao
de diversas estirpes de rizébio as raizes foi independente da
espécie de planta e da especificidade de nodulagdo. Se de um lado
tem sido amplamente relatada que a adeséo rapida é um fendémeno
inespecifico, de outro lado, varias estruturas ou biomacromoléculas
presentes na superficie da bactéria tém sido relatadas como tendo
um papel primordial na adeséo permanente e em governar em parte
a especificidade e a capacidade de colonizagdo sob condi¢cbes
naturais. Estas estruturas incluem proteinas filamentosas nao-
flagelares conhecidas como fimbrias e pili (KORHONEN et al.,
1983), polissacarideos como fibrilas de celulose e moléculas
solaveis como b-1,2-glucanos (MATTHYSSE et al., 1978), lectinas
envolvidas na interacdo Rizobio-Leguminosa (DAZZO et al., 1976) e
aglutininas especificas para pseudomonas do grupo fluorescente
(ANDERSON, 1983). A maioria dos estudos nesta area concentra-
se em trés sistemas, na simbiose leguminosa-rizobio, na interagédo
parasitaria dicotiledéneas-agrobacteria e bactérias fitopatogénicas
Gram negativas em interacdes resistentes, conforme discutido
abaixo.

6.1. Adesao de Rhizobium a superficie dos pélos radiculares

Estudos envolvendo Rhizobium trifolii e Trifolium repens (trevo
branco), conduzidos por FAHRAEUS (1957), demonstraram que 5
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