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Apresentacao

A preocupacao crescente da sociedade com a preservacao e a conservagao ambiental tem
resultado na busca pelo setor produtivo de tecnologias para a implantagao de sistemas de
produgédo 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).

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo, agua, ar, flora, fauna,
energia), de preservar e conservar a natureza sdo cada vez mais necessarias para a
sociedade moderna acarretando em uma busca constante por sistemas de produgao
agropecuarios apoiados em principios ecologicos e naturais.

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu atual plano diretor de
pesquisa (2008-2011), desenvolvimento e inovagdo com a seguinte missdo “gerar
conhecimentos e viabilizar tecnologias e inovagao apoiados nos processos agrobioldgicos,
em beneficio de uma agricultura sustentavel para a sociedade brasileira”.

A série documentos n° 250 intitulada “Defesa de plantas contra o ataque de fitopatogenos”
apresenta em linhas gerais 0s processos naturais das espécies vegetais para resistirem aos
diversos agentes causadores de doencas tais como bactérias, fungos e virus. A existéncia
de barreiras fisicas e bioquimicas, bem como da indugao a resisténcia s&o mecanismos
existentes nas plantas e que sé@o apresentados neste trabalho com o objetivo de dar uma
visdo geral a todos interessados na tematica. As perspectivas do uso da biotecnologia para
ampliar a resisténcia dos vegetais como forma de aumentar a produtividade agricola e
reduzir custos de produgao e ambientais também s&o abordados indicando um vasto campo
de pesquisa ainda a ser explorado.

O grande desafio de conciliar a produgdo agropecuaria com a reducdo de impactos
negativos sobre 0 meio ambiente sem duvida perpassa 0 avango do conhecimento sobre
como otimizar os mecanismos naturais das plantas e a presente publicagdo mostra parte
deste imenso potencial agrobioldgico, boa leitura a todos.

Eduardo Francia Carneiro Campello
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Defesa de Plantas contra o Ataque de Fitopatogenos

Ricardo Alexandre da Silva
Verbnica Massena Reis
José Ivo Baldani

Fabio Lopes Olivares

Introducao

Como em animais, as plantas estdo continuamente expostas ao
ataque de patogenos. Porém, tendo em vista a inexisténcia de
resposta imune mediada por anticorpos, as plantas desenvolveram
durante o processo de evolucdo, mecanismos diferenciados de defesa
que, quando acionados (na maioria das vezes por fungos, bactérias e
virus) percebem a agressdo, traduzindo essa percepcdo em uma
resposta apropriada e de forma adaptativa (PIETERSE et al., 2005;
SHEWRY & LUCAS, 1997; WIT, 2007).

De forma geral, sdo capazes de se defenderem do ataque de maneira
efetiva, dada a multiplicidade e eficiéncia desses mecanismos, de
maneira que, na natureza, a resisténcia € uma regra e a
susceptibilidade uma exce¢ao (AGRIOS, 1997).

Assim sendo, podemos afirmar que as plantas ndo permitem de forma
passiva a entrada de patdégenos no seu interior. Pelo contrario, elas
percebem as agressdes e a sua alta capacidade de adaptacao permite
que sobrevivam, mesmo tendo, muitas vezes, seu desenvolvimento
prejudicado (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999).

A resisténcia da planta a um determinado patdégeno € definida, sob o
aspecto genético funcional, como sendo a capacidade da planta em
atrasar ou evitar a entrada ou a subsequente atividade de um
patdbgeno em seus tecidos (NOJOSA et al., 2005, ATHAYDE
SOBRINHO et al., 2005). De maneira geral, ocorre por um conjunto de
mecanismos ou barreiras pré ou pos-formados.

Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo discutir de forma
sumaria 0s processos e mecanismos envolvidos na defesa de plantas
contra o ataque de fitopatdgenos.



Inducao de resisténcia

O conhecimento sobre a inducdo de resisténcia em plantas contra
patdgenos € secular e sabe-se que envolve a ativacao de mecanismos
inativos ou latentes na planta (STICHER et al., 1997). Foi conceituada
como sendo a ativacdo de um estado de resisténcia contra doencas, o
qual é induzido sistemicamente em plantas pela utilizagdo de agentes
externos (indutores) bidticos ou abidticos, sem qualquer alteracido do
genoma da planta, ocorrendo de maneira nao-especifica, por meio da
ativacdo de genes que codificam para diversas respostas de defesa
(STADNIK, 2000; HAMMERSCHMIDT et al., 2001).

E importante salientar que, a atividade do agente indutor n&o é devida
a acao antimicrobiana ou a sua transformacdo em agentes
antimicrobianos, mas sim devida a capacidade do mesmo em
sensibilizar a planta e a mesma ativar os seus mecanismos de defesa
estruturais e bioquimicos em resposta a presenca de um patégeno em
potencial. Usualmente €& complexa e tem como base, a acao
combinada de diversos fatores e ndo apenas um componente
(SOARES & MACHADO, 2007).

Conhecido desde o comecgo do século passado, os primeiros trabalhos
sobre o fendmeno da inducdo de resisténcia datam de 1901, em
trabalhos realizados com a interagao Boftrytis cinerea x Begonia sp.
(KESSMAN et al., 1994). Em 1933, CHESTER observou que as
plantas normalmente susceptiveis podiam adquirir resisténcia contra
doencgas apds uma infeccido primaria causada por patdégenos ou apds
o tratamento com formas atenuadas de agentes patogénicos. Um
trabalho utilizando tubérculos de batata foi observado que a
inoculacdo de uma area do tubérculo com uma raga avirulenta de
Phytophthora infestans resultava em uma reagao de hipersensibilidade
e no acumulo de fitoalexinas, o que impedia o crescimento da raca
compativel nos tecidos (GOODMAN & WOOD, 1986).

Apesar da existéncia de outros estudos, somente em 1961 a
resisténcia induzida foi alvo de analise mais detalhada (LUCAS, 1999).

ROSS (1961) demonstrou que plantas de fumo apds a infeccéo
localizada com o tobacco mosaic virus (TMV- virus do mosaico do
fumo), adquiriam resisténcia sistémica contra varios patdgenos
resultando na concepcado do termo “resisténcia sistémica adquirida”
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(RSA ou SAR), designando as respostas de defesa induzidas de forma
sisttmica pela interacdo com fatores externos, como radiagao
utravioleta, produtos quimicos e estruturas de microrganismos.

No Brasil, na década de 70, as primeiras pesquisas sobre resisténcia
induzida abordaram o patossistema cafeeiro x Hemileia vastatrix, por
meio da utilizagao de diversos indutores de origem bidtica.

Atualmente o fenbmeno envolve trés manifestacdes diferentes de
resposta; a saber:

Resisténcia Local ou Reacao Hipersensivel (RH)

A interacao entre a planta e o patdogeno pode ser dividida em dois
tipos basicos: a interacdo compativel e a interagcao incompativel
(Tabela 1). Na interacdo compativel, o patdbgeno invade o tecido
vegetal, se multiplica e provoca a doenga na planta. Na interagao
incompativel, o patdégeno ao penetrar no tecido vegetal, encontra as
defesas da planta, que irdo impedir sua multiplicacdo (CORDEIRO &
SA, 1999).

Dessa forma, a infeccdo de plantas por um microrganismo
fitopatogénico incompativel ou um microrganismo nao patogénico
pode induzir mudancas drasticas na atividade metabdlica das células
vegetais ao redor do sitio de invasao e levar a inducao de resisténcia.
Este mecanismo é conhecido como reagao hipersensivel (RH), que é
caracterizada por uma rapida morte celular no local da infecgao
(DURRANT & DONG, 2004; HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996),
sendo um dos mecanismos de resisténcia mais efetivos e importantes
da natureza.

Tabela 1. Possiveis interagdes entre planta e patdégeno.

PATC')AGENOS VIRULENTOS | PATOGENOS AVIRULENTOS
(AUSENCIA DO GENE AVR) | (PRESENGCA DO GENE AVR)

Sobrevivéncia da planta

TIPO DE PLANTAS

Plantas com gene de Doenga (interagéo compativel)

resisténcia (interagdo incompativel)
Plantas sem gene de , ~ . , ~ .
esisténcia Doenga (interagéo compativel) [Doenca (interagdo compativel)

Fonte: CORDEIRO & SA (1999).



Embora essa reacao tenha sido identificada ha quase 100 anos, néo
esta claro se sua caracteristica primaria (morte celular) tem alguma
funcdo direta na resisténcia ou é consequéncia de mecanismos de
sinalizagao que de fato levariam aos eventos capazes de inibir a agao
do patégeno (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999). Este mecanismo de
reacdo hipersensivel é caracterizado pela restricao e limitacdo do
crescimento da bactéria no sitio de infeccdo, associada a mudancas
na ceélula hospedeira que incluem alteragcdes na permeabilidade da
plasmalema, rapido movimento e agregagao citoplasmatica, elevagao
de taxas de respiragao, liberagcdo de eletrolitos e materiais eletron-
densos e sintese de fitoalexinas, que resultam na formacao rapida
(menos de 24 horas apos a inoculacdo) de halos necréticos ao redor
do sitio de invasao e o consequente confinamento do fitopatégeno.

Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e Resisténcia
Sistémica Induzida (RSI)

Ambas designam o mecanismo pelo qual as plantas, apds exposicao a
um agente indutor, ttm seus mecanismos de defesa ativados nao
apenas no sitio de inducdo, como também em outros locais dele
distantes, de forma mais ou menos generalizada (STICHER et al.,
1997; CONRATH et al., 2006).

Apesar de ao longo dos anos serem consideradas sinGnimas e de
funcbes analogas, atualmente, estudiosos acordam sobre a distingao
das formas através das quais esses mecanismos de resisténcia sao
induzidos, portanto, a RSA e a RS| sao fendmenos distintos, embora
fenotipicamente semelhantes.

A RSA é explicada pela manifestacdo ou produgcdo de um sinal
liberado a partir do sitio de infeccdo que provoca a necrose e a
translocacao deste sinal para outras partes da planta, induzindo
reacoes de defesa que protegera a planta contra agressoes
subsequentes. Na resisténcia sistémica induzida (RSI), o indutor nao
provoca sintomas, como necrose no local da infecgdo, mas que induz
a planta a se proteger sistemicamente.

Dentre os mecanismos induzidos de defesa pela RSA estdo as
modificacdes de parede celular, producdo de fitoalexinas, e
concomitantemente, um aumento de expressao de um grupo enorme

10



de genes (WARD et al., 1991), incluindo aqueles que traduzem para
proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-PR) (VAN LOON &
VAN STRIEN, 1999). Ela tem sido descrita em varias espécies de
plantas, tais como, fumo (VERNOOIJ et al., 1995), pepino
(MADAMANCHI & KUC, 1991), Arapdopsis (LAWTON et al., 1995),
além de outras culturas como, soja, feijao, cacau, trigo, arroz, milho,
batata, tomate, café, algoddao, maca, péra e melancia dentre outras
(STICHER et al.,, 1997; HAMMERSCHMIDT et al., 2001; TUZUN,
2001). Apresenta caracteristicas como a expressao contra um amplo
espectro de microrganismos, necessidade de um tempo apds o
tratamento indutor para que ocorra o estabelecimento do fenbmeno,
duracido da protecdo por um longo periodo e atuacao através de um
processo multicomponente, podendo ser transmissivel via enxertia e
ser dependente das condicbes ambientais como luz, temperatura, das
concentracdes do indutor e do indculo (GUZZO, 2004). Sua indugao é
salicilato dependente e geralmente € induzida por patdégenos ou
ativadores quimicos.

No caso de RSI, ndo ha acumulo de proteinas-PR, a planta que sofreu
inducdo n&o exibe alteragcbes (necrose), o agente indutor é,
usualmente, um nao-patégeno e sua inducdo n&o ¢é salicilato
dependente, parecendo haver uma outra rota de sinalizagdo mais
associada a jasmonatos e etileno (PIETERSE et al., 1998; VAN LOON
et al., 1998). Exemplo claro dessa forma de resisténcia foi descrito
utilizando rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV).
Quando aplicadas ao solo, permaneceram localizadas na superficie
radicular da planta induzindo resisténcia nas folhas e caules
(PIETERSE et al., 1996). Apresentando também um amplo espectro
de atuacdo, ou seja, elas apresentam efetividade contra diferentes
patogenos (VAN WESS et al., 1997).

De qualquer maneira, independentemente do agente bidtico indutor, a
comunicacdo cruzada entre as diferentes rotas foi demonstrada
(PIETERSE et al., 2005). Portanto, para se evitar confusdes, alguns
autores preferem o uso do termo geral “resisténcia induzida”
(METRAUX, 2001).

Um dos paralelos entre a RSI e a RSA é que ambos tipos de
resisténcia induzida sao efetivas contra um amplo espectro de
patogenos de plantas (KUC, 1982; VAN LOON et al., 1998).
PIETERSE et al. (2005) em uma revisao recente compara o espectro
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de efetividade entre as duas. Para tanto, um grande numero de
patdgenos (virus, bactéria, fungos e oomicetos) de Arabidopsis foi
testado. A RSl e a RSA em WCS417r (uma estirpe nao patogénica da
rizobactéria Pseudomonas fluorescens) foram induzidas por uma
estirpe avirulenta do patégeno Pst DC3000 (Pseudomonas syingae pv.
fomato), sendo efetivo contra a mancha bacteriana e a podridao negra
(PIETERSE et al., 1996; TON et al., 2002). A murcha causada pelo
fungo Fusarium oxysporum f.sp. raphani também foi afetada por
respostas defensivas ativadas durante RSI e RSA (PIETERSE et al.,
1996; VAN WEES et al., 1997). Além disso, a doenga mildio cotonoso,
foi inibida em ambos os casos, apesar de que a RSA foi
significativamente mais efetiva do que RSI (TON et al., 2002). Além
desses efeitos similares, eles ressaltam que, existem algumas
diferencas claras. Por exemplo, plantas expressando RSI demonstram
um aumento na resisténcia contra infeccdo pelo fungo Alternaria
brassicicola, enquanto RSA n&o é efetiva contra esse patogeno.
Contrariamente, a expressao de RSA inibe a multiplicacdo do virus do
crestamento do nabo e fortemente reduz os sintomas causados por
esse virus, enquanto RSI ndo tem efeito nenhum (TON et al., 2002).
Desse modo, o espectro de efetividade de RSI e RSA sobrepde-se
parcialmente, mas também diverge, sugerindo que as respostas
defensivas ativadas durante os dois tipos de resisténcia induzida sao
no minimo, diferentes.

Processos de inducao de resisténcia

O processo de inducdo de resisténcia de plantas contra patégenos
esta relacionado com a ativacdo de um conjunto diverso de
mecanismos de defesa. A resposta envolve a transducido de sinais,
como abertura de canais de ions, modificacbes do status de
fosforilacdo de proteinas e ativacdo transcricional de numerosos
genes relacionados a defesa e de enzimas pré-formadas para
promover modificacbes especificas no metabolismo primario e
secundario (CORDEIRO & SA, 1999).

De maneira geral, para que os mecanismos de defesa sejam
induzidos, a planta desencadeia certos processos, que resumidamente
inicia pelo reconhecimento do patégeno, emissao de um sinal primario
ou mensageiro que ira desencadear uma série de outros sinais e, por
fim, ativa genes ligados a defesa ou aumento da atividade de enzimas
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importantes para reacdes de defesa (VAN LOON & VAN STRIEN,
1999), os quais serao discutidos detalhadamente a seguir.

Reconhecimento

A habilidade para reconhecer € um atributo geral de todos os
organismos, sendo um mecanismo basico para que atividades
fundamentais nos seres vivos se processem, tal como, a fertilizacéo, o
desenvolvimento, a diferenciagao celular e as respostas imunoldgicas.

Antigamente, o reconhecimento foi definido como um evento
especifico que causava uma resposta rapida no hospedeiro, facilitando
ou impedindo a multiplicagdo do fitopatogeno (SEQUEIRA, 1978).
Atualmente, sabemos que o reconhecimento de fitopatdgenos e seus
produtos sao eventos primarios e essenciais para inducido da
expressao dos mecanismos de resisténcia ou suscetibilidade nas
plantas. Este reconhecimento, normalmente, se da por meio da
ligacdo de um elicitor, produzido pelo fitopatdgeno, a um receptor
presente na membrana plasmatica da parede celular da célula vegetal.
A partir desta ligacao ocorre a sinalizagao e a sintese de compostos
de defesa (LABANCA, 2002) (Figura 1).

Ha alguns anos atras, os elicitores eram definidos como sendo
moléculas capazes de induzir a sintese de fitoalexinas em tecido
vegetal. Atualmente, elicitor é definido como uma molécula capaz de
induzir qualquer resposta de defesa (GRAHAM, 1995). Dessa forma,
os termos elicitor e indutor podem ser usados como sinénimos.

Os elicitores podem ser espécie-especificos, que sdo moléculas
codificadas por genes de aviruléncia (Avr) do patégeno, ou nao ser
espéecie-especificos, como fragmentos da parede celular da planta
liberados durante o processo da infecgdo, que provocam uma resposta
de defesa para minimizar a doenca (WIT, 2007). A resisténcia envolve
o reconhecimento especifico do patdégeno invasor por um produto
codificado por um gene de resisténcia (gene R) da planta. Este tipo de
interacdo € denominado “gene-a-gene”, onde para cada gene que
confere resisténcia no hospedeiro, existe um gene correspondente no
patogeno que confere sua viruléncia (BENT, 1996) (Figura 1).
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Patégeno
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SLATER et al., 2003
Figura 1 - Esquema do sistema de defesa da planta quando infectado por um patégeno

A maioria dos elicitores de origem bidtica pode ser isolada tanto a
partir de tecido vegetal, bem como, de fungos, bactérias ou virus,
sendo na maioria dos casos, proteinas, carboidratos ou glicoproteinas
(HAHN, 1996). Entretanto, estresses abidticos como, por exemplo,
injurias, podem liberar moléculas que vao agir como sinalizadores ou
mesmo elicitores, sendo, portanto, considerados como elicitores
abioticos (FAUTH et al., 1996). Diferentes compostos inorganicos ou
organicos nao relacionados estruturalmente e diversas substancias de
origem biologica induziram resisténcia em plantas ao ataque por
insetos herbivoros e contra doencas causadas por nematoides,
bactérias, fungos e virus (HAMMERSCHMIDT et al.,, 2001; HEIL &
BOSTOCK, 2002)

A ativacido das defesas das plantas pode ocorrer a partir da elicitacao
por compostos presentes em extratos de plantas, preparacdes de
leveduras, exopolisacarideos bacterianos, rizobactérias promotoras de
crescimento, fungos promotores de crescimento, e ainda ragcas nao
virulentas do patégeno, além do préprio patégeno inativado pelo calor.
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Pode-se ainda utilizar elicitores quimicos ou fisicos, como silicio (Si),
acido salicilico (AS), acido D-L-aminobutirico (BABA), quitosana,
cloreto feérrico, fosfato de potassio dibasico, acibenzolar-S-metil (ASM),
acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA), fosfato de potassio monobasico,
acido jasmoénico (AJ), metil jasmonato (Meda), acidos graxos ou luz
em comprimento de onda especificos (KUHN, 2007).

O éster-S-metil do acido benzol (1,2,3) tiadiazol-7-carbotidico
(acibenzolar-S-metil, ASM) € um benzotiadiazole analogo ao acido
salicilico. Da mesma, forma que o acido salicilico (AS), o ASM & um
ativador quimico de resisténcia, fornecendo protecao contra o mesmo
espectro de patdgenos e a ativando a expressao dos mesmos genes,
quando comparado com a indugao bioldgico da RSA (FRIENDRICH et
al., 1996). Se constitui no primeiro ativador vegetal sintético de RSA
disponivel no mercado (Bion® — nome comercial), registrado para as
culturas do cacau, tomate e citros.

Além do Bion, outros quatro indutores de resisténcia se destacam no
mercado mundial: o Oryzemate®, o Messenger® , o Oxycom™ e o
Elexa® (LABANCA, 2002).

O Oryzemate® (probenazole) é um produto para protecdo do arroz
contra a brusone, sendo também wusado em algumas culturas
horticolas, mostrando-se efetivo, ndo sé para o controle de fungos e
bactérias, mas também para o controle de viroses (KOGANEZAWA et
al., 1998). O Oxycom™ é formado pela combinacdo de dois
compostos, o primeiro € uma mistura de nutrientes e o segundo uma
mistura de acido peracético, acido acético e H,O, . O produto é capaz
de aumentar a atividade de enzimas importantes ligadas a RSA, como
a fenilalanina amoénia-liase (FAL), chalcona sintase e peroxidases (PO)
e proteger plantas contra nematoides e fungos (KIM et al., 2001).

No caso dos receptores, LABANCA (2002) cita que, normalmente, o
receptor € de natureza protéica e pode estar localizado tanto na
membrana plasmatica como no interior da ceélula vegetal. Por fim,
ressalta que nao existem muitos dados a respeito do modo como €
realizada a ligagao entre o elicitor e o receptor, mas se houver
semelhanga com o reconhecimento em mamiferos, a ligacao receptor-
elicitor pode ser multivalente. Neste caso, um elicitor pode se ligar a
mais de um receptor ou a mais de um sitio de um mesmo receptor
(BERTOZZI & KIESSLING, 2001).
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Sinalizacao

Apdbs o reconhecimento, € iniciada a resposta de defesa por parte da
planta. Entretanto, antes de haver a resposta de defesa é preciso que
a planta receba algum tipo de sinal primario para desencadear esse
processo. Presume-se que algum tipo de sinal quimico, bioquimico,
energético ou de natureza ainda desconhecida deva acionar genes
relacionados ao processo de defesa no sitio de inducdo ou,
sistemicamente, em locais mais distantes da planta, numa espécie de
reacao bioldgica em cadeia, todavia, até o momento, ndo existem
conclusdes definitivas a esse respeito (KUC, 1995; ROMEIRO, 2002;
LABANCA, 2002).

Recentemente, pesquisas e investigagdes tém sugerido substancias e
alguns mecanismos a eles associados que podem ser interpretados
como sinais biolégicos, mas nenhum deles pode ser apontado, com
certeza, como sinal primario. Segundo CARDOSO FILHO (2003), para
que um composto seja considerado um sinalizador € necessario que
este seja sintetizado pela planta, induza a sintese de substancias de
defesa e aumente a resisténcia a patdgenos.

Recentes avancgos nas pesquisas em sinalizagao de defesa mostraram
que as plantas sdo capazes de induzir diferentemente os amplos
espectros de mecanismos de defesa, dependendo do tipo invasor
encontrado (PIETERSE et al., 2005). Os fitohormonios AS, AJ e ET
sao importantes fatores na rede da rota de sinalizagcdo e estao
envolvidos em uma reacgao de defesa refinada, eventualmente levando
a ativacdo de um o6timo ‘mix’ de respostas de defesa para resistir ao
invasor (PIETERSE & VAN LOON, 1999; KOORNNEEF & PIETERSE,
2008).

Contudo, a natureza do sinalizador primario ainda é desconhecida
(GOELLNER & CONRATH, 2008, CONRATH et al., 2006; DURRANT
& DONG, 2004). PIETERSE et al. (2005) relata que AS, AJ e ET tém
um papel primario importante no arranjo das respostas de defesa da
planta, mas outros mecanismos reguladores como por exemplo, a
comunicagao entre as rotas ou sinais adicionais induzidos pelos
invasores, eventualmente modelam fortemente o complexo dos sinais
de defesa especificos para cada invasor.
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Sinalizadores

Para que um composto seja considerado um sinalizador, € necessario
que este seja sintetizado pela planta, aumente significativamente apés
o ataque de patdgeno ou apos o tratamento com o indutor, seja movel
pelo floema da planta, induza a sintese de substancias de defesa,
como as proteinas-PR, peroxidases ou fitoalexinas e aumente a
resisténcia a patdégenos (BOSTOCK, 1999; MORAES, 1998).

e Acido salicilico (AS), salicilato e seus analogos

Provavelmente sintetizado na via dos fenilpropandides, o AS tem o
acido benzéico como precursor (HAMMERSCHMIDT & KUC, 1995).
Quando aplicado de forma exdgena, € capaz de induzir aumento da
sintese do proprio AS nos tecidos vegetais (REPKA et al., 2001),
devido ao aumento da atividade de enzimas da via dos
fenilpropandides, como a fenilalalina aménio-liase (FAL), através do
qual o AS é sintetizado, podendo induzir a produgao de proteinas-PR
e, consequentemente, proteger as plantas contra o ataque de
patogenos (SPLETZER & ENYEDI, 1999). Além disso, pode gerar em
varias plantas a producao de um composto volatil, o metil-salicilato
(MeSA) que, por sua vez, pode induzir plantas a sintetizar o AS,
podendo tornar plantas sadias resistentes ao ataque de patdgenos,
induzindo a producédo de proteinas-PR e a ativagcao de genes de
resisténcia (SHULAEV et al., 1997).

DELANEY et al., (1994) demostraram que a acumulacdo de AS é
essencial para expressao dos mecanismos de resisténcia
responsaveis pelo estabelecimento da RSA. Estes autores
trabalharam com plantas transgénicas de fumo e arabidopsis, as quais
expressavam a enzima bacteriana salicilato hidroxilase, e desta forma,
nao poderiam acumular o acido salicilico. Como resultado, as planta
nao induziram RSA, sendo entdo mais susceptiveis a fitopatdgenos
compativeis como Pseudomonas syringae, Phytophtora e Cercospora,
bem como também a fitopatdégenos incompativeis. Dessa forma, a
expressao dos genes que impediram a acumulacido de acido salicilico
na planta produziu um fendtipo altamente susceptivel a doencas e a
supressao da resisténcia genética. O tratamento destas plantas
transgénicas com um analogo quimico do acido salicilico, o acido
isonicotinico (INA), antes da inoculagdo com o patodgeno, restituiu a
capacidade de indugdo da RSA. Os autores demonstraram ainda que
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o estado de resisténcia é dependente da sintese endodgena de acido
salicilico, sendo esta acumulacéo critica para a indugdo do conjunto
de genes ligados a RSA. Estes genes incluem genes que codificam a
sintese das proteinas-PR (VAN LOON, 1985), muitas das quais
possuem agao antimicrobiana e serdo abordados a seguir.

e Acido jasménico e seus derivados

O acido jasmobnico (JA) e seus derivados encontram-se largamente
distribuidos em tecidos de plantas participando de multiplos processos
anato-fisiolégicos, como alongamento de raizes, abertura de
estdmatos, senescéncia, entre outros (KODA, 1992). O seu papel na
sinalizacdo e, mesmo, na resposta de defesa de planta, € menos
esclarecido do que a do AS. No entanto, o jasmonato (JA) é proposto
por STICHER et al. (1997) como um sinalizador secundario da RSA,
lembrando que sua aplicacdo em plantas induz a sintese de eventos
tipicamente associados a fenomenologia de RSA, como por exemplo,
a sintese de osmotina (um dos tipos de proteinas-PR), apresentando
funcbes hormonais e de defesa contra fitopatégenos e insetos. Sao
produzidos nas plantas apos injurias ou tratamentos com elicitores
(ATHAYDE SOBRINHO; FERREIRA; CAVALCANTI, 2005),
apresentando fungdes hormonais e de defesa contra fitopatdgenos e
insetos. A acdo de defesa esta ligada a capacidade de induzir a
sintese ou acumulo de proteinas inativadoras.

e FEtileno

O etileno € um horménio vegetal volatii de multiplas fungdes
fisiolégicas nas plantas. Derivado a partir da metionina, sendo
produzido como resposta apds injurias ou infecgdo por patégenos,
bem como por exposi¢cao a elicitores de mecanismos de defesa e
através de varios processos metabolicos (GROSSKOPF et al., 1991).

A participacdo do etileno como sinalizador de respostas de defesa
ainda nédo ¢€é clara. Enquanto, alguns estudos mostram sua
necessidade para expressao da resisténcia (KNOESTER et al., 1999),
outros indicam que a sintese de etileno apés uma infeccdo deve ser
um sintoma e ndo uma causa da inducao de respostas de defesa
(STICHER et al.,, 1997). Outros mostram que o etileno &€ um
intermediario necessario, junto com o JA, para regular a expressao de
genes de defesa (O’ DONNEL et al., 1996).
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Com intuito de investigar se a RSI €& associada com mudangas na
expressao génica de AJ e ET, VAN WEES et al. (1997) monitoraram a
expressao de um grupo de genes bem caracterizados relacionados
com AJ e ET em Arabidopsis expressando RSI por WCS417r (estirpe
nao patogénica da Pseudomonas fluorescens). Nenhum desses genes
testados teve suas expressdes alteradas (superexpressadas) na
planta indutora, nem localmente nas raizes ou sistematicamente nas
folhas, sugerindo que a resisténcia alcangada nao foi associada com
maiores mudancas nos niveis de AJ e ET. De fato, analises local e
sistémica dos niveis de AJ e ET mostraram que RSI por WCS417r nao
esta associada com a producado dessas moléculas sinais (PIETERSE
et al., 2000). Esse resultado sugere que a dependéncia de AJ e ET a
RSI é baseada no aumento da sensibilidade a esses horménios, do
que a um aumento na producao deles (PIETERSE et al., 2005).

Respostas de defesa

A etapa seguinte a sinalizagdo é a manifestacdo de respostas de
defesa. Normalmente estas respostas sdo divididas em barreiras
estruturais e em barreiras bioquimicas. Didaticamente, esses
mecanismos sao subdivididos em pré e pés-formados, isto €, existem
antes da chegada do patégeno ou séo ativados apos sua chegada.

De forma resumida, no caso das barreiras estruturais pré-formadas
podemos citar fatores como a cuticula, tricomas, estbmatos e vasos
condutores. As barreiras estruturais pés-formadas podem envolver a
lignificacdo, suberificacdo, formacdo de papilas e de camadas de
abscisao e de cortica, bem como as tiloses.

As barreiras bioquimicas pré-formadas envolvem a presenca de
fendis, alcalbides, fototoxinas, glicosideos cianogénicos e glicosideos
fendlicos. Enquanto as barreiras bioquimicas pods-formadas podem
englobar o acumulo de fitoalexinas e de proteinas-PR, bem como a
formacao de radicais livres, oriundos principalmente do estresse
oxidativo.

O objetivo final da atuacdo desses diferentes mecanismos € evitar ou
atrasar a entrada de um microrganismo no interior da planta, bem
como criar condicbes adversas para a colonizacao dos tecidos
vegetais pelo mesmo (PASCHOLATI & LEITE, 1995).
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Barreiras bioquimicas como mecanismo de
resisténcia a fitopatégenos

A despeito do aparato bioquimico pré-formado, representado
principalmente pelos fendis, as barreiras bioquimicas das plantas
contra a invasao de fitopatdgenos podem ser sintetizadas a partir da
presenca do patdogeno ou de seus produtos, sendo induzidas por
eliciadores ou inibidores alocados na superficie do microrganismo em
interacdo com receptores presentes na planta por meio de fenbmenos
de reconhecimento. Nesse caso, genes de alerta sao ativados,
resultando na sintese de novos compostos € no aumento da atividade
enzimatica, importantes para a defesa da planta, além de, formar
barreias estruturais e produzir compostos toxicos, que resultam no
atraso da infeccgao.

Em adigcdo aos genes especificos de resisténcia, as plantas possuem
genes que codificam proteinas que estao envolvidas na resposta de
defesa a planta contra patdbgenos. Dessas proteinas-PR, algumas sao
enzimas que fazem parte das respostas de defesa natural da planta e
algumas acompanham a resposta de hipersensibilidade.

Numerosas moléculas presentes na parede celular das plantas podem
mediar a indugdo dos mecanismos bioquimicos de resisténcia a
doencgas, dentre os quais se destacam eliciadores da sintese de
fitoalexinas, presenca de lectinas como sitios de reconhecimento e
aglutinacdo e eliciadores da acumulagcéo de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina, acido salicilico, bem como estresse oxidativo e a
sintese de inibidores de proteinases.

Fenois

Os fendis produzidos pelas plantas apresentam grande diversidade
estrutural e funcional (HAGERMAN & BUTLER, 1991), onde nem
todos tém fungdo conhecida, sendo que alguns deles parecem ser
simples intermediarios do metabolismo normal das plantas
(BECKMAN, 2000), enquanto outros sdo sintetizados pelas plantas em
resposta a uma injuria fisica, infeccao por bactéria, fungo, nematoides
ou virus ou qualquer outro tipo de estresse (nutricional, hidrico, poda
etc.) (NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992). Produzidos em
células especializadas distribuidas pelos tecidos, ao acaso ou em
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locais estratégicos, as enzimas envolvidas na sintese de fendis estédo
associadas ao reticulo endoplasmatico, o que permite que, logo apods
a producdo, esses compostos sejam armazenados em vesiculas, na
sua forma original ou (glicolisada (LABANCA, 2002). A
compartimentalizacdo € fundamental para o funcionamento das
células, pois os fendis sao toxicos e devem ser mantidos na sua forma
reduzida. Assim sendo, quando a planta € submetida a qualquer tipo
de estresse bidtico ou abidtico, esses compostos passam de uma
forma atoxica, reduzida e compartimentalizada, para uma forma téxica,
nao reduzida, ocorrendo a descompartimentalizagdo. Fendis que se
mantém livres no citoplasma podem ter acdo toxica tanto sobre
patdgenos como sobre a propria célula vegetal e contribuir para a
reacao de hipersensibilidade (HRAZDINA, 1994).

Dentre suas funcbes estdo: a coloragdo do aparato polinizador da
planta (cor de flores e pétalas); protecédo contra injuria provocada pela
radiacao UV; acao repelente contra animais herbivoros e insetos,
devido a sua natureza toxica; resisténcia a patdgenos; barreiras
estruturais e bioquimicas pré e pds-formadas e efeito alelopatico
através da liberacdo de compostos volateis que podem estimular ou
inibir o desenvolvimento de plantas vizinhas.

Fitoalexinas

Fitoalexinas sdo compostos secundarios sintetizados pelas plantas em
resposta a infecgdo por microrganismos, estresses fisicos ou
quimicos, sendo fator importante na resisténcia a doencas de plantas.
Caracteriza-se como uma molécula de composicdo quimica
heterogénea, baixo peso molecular e com propriedades
antimicrobianas (Figura - 2) (LYON & WOOQOD, 1975).
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Figura -2. As fitoalexinas s&o de origem quimica muito diversa

Proteinas-PR (“pathogenesis-related proteins”)

A infeccdo de plantas por microrganismos fitopatogénicos €
frequentemente acompanhada pelo incremento da sintese de um
grande numero de proteinas. Estas proteinas induziveis pertencem a
um grupo conhecido como proteinas-PR (LINTHORST, 1991).

Essas proteinas sado classificadas dentro de 17 familias (Tabela-2),
sendo numeradas na ordem em que foram descobertas. Um membro
padrao, geralmente o primeiro ou um mais destacado, € escolhido e as
familias sdo definidas com base em propriedades bioquimicas e
biolégicas comuns (VAN LOON et al., 2006). Dentro de cada familia,
existem varias classes composta de diferentes isoformas.

Originalmente, as proteinas-PR foram classificadas com base nas
suas caracteristicas de proteinas vegetais induzidas ou relacionadas
com situacdes patoldgicas. No entanto, observagdes posteriores
indicaram a presenca de proteinas-PR em plantas na auséncia de
patogenos. Dessa forma, o termo “proteinas relacionadas a
patogénese” tornou-se mais abrangente, incluindo as proteinas
induzidas por microrganismos ou pelo ataque de insetos e seus
homdlogos presentes nos processos de desenvolvimento de tecidos e
orgaos ou em situacoes de estresse (VAN LOON & VAN STRIEN,
1999; VAN LOON et al., 2006).
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Tabela 2. Familas reconhecidas de proteinas relacionadas a
patogénese.

Familias Membro padréo Propriedades

PR-1 Tabaco PR-12 Desconhecido

PR-2 Tabaco PR-2 B-1,3-glucanase

PR-3 Tabaco P,Q Quitinase tipo, I, V, V, VI, VI
PR-4 Tabaco ‘R’ Quitinase tipo |, II

PR-5 Tabaco S Taumatina - like

PR-6 Tomate inibidor | Proteinase - inibidor

PR-7 Tomate Peg Endoproteinase

PR-8 Pepino quitinase Quitinase tipo Il

PR-9 Tabaco “lignin-forming peroxidase” Peroxidase

PR-10 Salsa “PR1” Ribonuclease - like

PR-11 Tabaco “classe V" quitinase Quitinase, tipo |

PR-12 Rabanete Rs-AFP3 Defensina

PR-13 Arabdopsis THI2.1 Tionina

PR-14 Cevada LTP4 Proteina de transferéncia de lipideo
PR-15 Cevada OxOa (germin) Oxalato oxidase

PR-16 Cevada OxOLP Oxalato oxidase

PR-17 Tabaco PRp27 Desconhecido

VAN LOON et al., 2006

As proteinas-PR acumulam-se em locais de infeccdo e em sitios
remotos destes (STICHER et al., 1997). Elas ocorrem através de
elicitores produzidos pelo patdgeno no momento do estabelecimento
do contato com a planta (Figura 3). Sua sintese e acumulo possuem
carater de resposta ativa e sistémica, em casos de resposta induzida
(VAN LOON, 1985). Todas séo soluveis em meio acido, tém baixo
peso molecular e resistem a proteases (enzimas que decompdem
proteinas) (HOGUE & ASSELIN, 1987). Tais caracteristicas s&o
importantes na funcionalidade destas proteinas, ja que estando
presente no fluido intercelular, estdo sujeitas a condi¢cdes de baixo pH
e acado de enzimas proteoliticas como resultado, durante a
patogénese, como resultado do colapso de células hospedeiras e
extravasamento do conteudo dos vacuolos.
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Dentre as proteinas PR mais estudadas estao as quitinases e as (3-1,3
glucanases. Essas duas enzimas tém atividade hidrolitica, quebrando
polimeros estruturais presentes na parede dos patdégenos (ANDREU
et al., 1998; WALTON, 1997). A modificacdo genética de plantas para
expressao constitutiva dessas proteinas faz com que a resisténcia
contra infecgbes seja aumentada (COVENTRY & DUBERY, 2001).
Além disso, a atividade dessas enzimas € aumentada quando plantas
sao tratadas com elicitores de respostas de defesa ou indutores de
resisténcia (SCHWEIZER, et al., 2000). O incremento na atividade
dessas enzimas e a restricdo de patdgenos, tanto em plantas
modificadas geneticamente como em plantas tratadas com elicitores,
leva a crer que as proteinas-PR desempenham papel importante na
contencgao de infecgbes (LABANCA, 2002).

A acumulacédo e a atividade destas enzimas concomitante a invaséao
do patéogeno e a aquisicdo de resisténcia ao ataque subsequente de
fitopatdgenos tém levado muitos pesquisadores e relevar o papel das
proteinas-PR no fendmeno de RSA. A correlagdo entre o fenbmeno da
RSA e a sintese das proteinas-PR sugere o envolvimento das ultimas
no controle da multiplicacédo de fitopatdgenos no tecido da planta
hospedeira. Esta assuncdo tem sido subsidiada pela acao hidrolitica
de muitas destas enzimas a polissacarideos presentes na parede
celular de muitos fitopatogenos (LEGRAND et al., 1987; KAUFFMANN
et al., 1987).
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Figura 3: Indugéo, génese e modo de ag&o das roteinas-PR como mecanismos ativaveis de
defesa de plantas (ROMEIRO, R. da S., 2006)
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Producao de radicais livres (estresse oxidativo)

Um dos mais estudados € o peroxido de hidrogénio (H202), e varios
indicios sugerem sua participacdo nas respostas de defesa das
plantas. Na verdade, processos oxidativos em geral parecem ter papel
crucial nos estagios iniciais da inducéo dessas respostas. E atribuido a
ele seguintes acdes: (1) acdo como sinalizador para outras respostas
de defesa; (2) participacdo em reacgdes catalizadas por peroxidases
que levam a polimerizacdo de fendis e a formagao de lignina;
(3) participacdo em reacgdes catalizadas por peroxidases que levam a
formacdo de ligagcdes cruzadas de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina e ao fortalecimento da parede celular vegetal e
(4) toxidez direta sobre patdégenos (LABANCA, 2002).

Embora o oxigénio molecular, essencial ao metabolismo aerobico, seja
muito pouco reativo, € fonte potencial de formas reativas. Nos
vegetais, os cloroplastos (onde ocorre a fotossintese, liberando
oxigénio) sao fontes particularmente ricas de radicais livres -
moléculas muito reativas, por terem um elétron livre, e toxico para as
células. Durante o metabolismo normal da célula vegetal, o oxigénio é
incorporado em moléculas organicas e varios compostos citotoxicos
como peroxido de hidrogénio, superoxido e radicais de oxigénio e
hidroxilicos sdo gerados. Destes, os radicais livres s&o os mais toxicos
atuando principalmente sobre a membrana plasmatica, mas também
sobre enzimas, acidos nucléicos e pigmentos. Em plantas, existe
naturalmente uma série de sistemas para prevencgao contra os efeitos
negativos do acumulo desses radicais.

A membrana das bactérias € igualmente sensivel a radicais livres, e
desse modo, o estresse oxidativo é considerado como parte das
estratégias de defesa das plantas na limitagdo da colonizacdo pelo
patogeno invasor (ELSTNER,1982).

Os tecidos da planta respondem a invasdo por bactérias
fitopatogénicas através da elevagao da producao de H,O, e radicais
superdxido e hidroxilicos que podem inibir o desenvolvimento da
doencga. A capacidade de bactérias fitopatogénicas se multiplicarem
nos tecidos da planta pode ser em parte, devido a capacidade de
destoxificar o meio ao redor do sitio de infeccdo da presenca do H,O,,
o qual, dentre os compostos de oxigénio, € o que penetra mais
facilmente através da membrana, afetando uma série de processos
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celulares. O provavel candidato para modulacao da acao de H,O, é a
enzima catalase, que converte H,O, em H,O e 0O, KLOTZ &
HUTCHESON (1992), trabalhando com estirpes do fitopatégeno
Pseudomonas syringae, verificaram que esta bactéria era capaz de
resistir a concentragdes mais elevadas de H,O, quando comparadas a
bactérias nao-patogénicas, com taxas de atividade de catalase a niveis
variando de 10 a 100 vezes. Esses mesmos autores verificaram ainda
a presenca de multiplas atividades da catalase no espaco
periplasmatico e no fluido citoplasmatico da bactéria e sugeriram que
essa alta atividade da catalase associada a inducao de multiplas
formas isoenzimaticas da catalase e em diferentes locais da célula,
sao decisivos para o combate ao estresse oxidativo, sendo um fator de
viruléncia determinante no sucesso da colonizacao desta bactéria.

Lectinas

Podem também ter um papel importante na resisténcia de plantas a
doencgas. Estas sao proteinas nao cataliticas que interagem com
residuos de carboidratos especificos. Lectinas funcionam como
efetores nas respostas de defesa do hospedeiro, aglutinando o
patdégeno e impedindo sua multiplicagdo. O papel de glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina na aglutinacdo de bactérias incompativeis,
como um pré-requisito para iniciacdo da resposta hipersensivel, foi
demonstrado pelo trabalho de SEQUEIRA & GRAHAM (1977).

Barreiras estruturais como mecanismo de
resisténcia a fitopatégenos

Além do aparato bioquimico de resisténcia, as plantas podem reagir a
invasdo microbiana sintetizando substancias que reforcem a parede
celular, dificultando ou mesmo impedindo o avango do microrganismo
por um efeito puramente fisico. Denominadas de defesas constitutivas,
inespecificas, estaticas ou passivas, englobam os mecanismos de
defesa presentes nas plantas mesmo sem a acdo dos agentes
agressores, sendo intrinseca do corpo do vegetal, incluindo aqui, a
defesa estrutural, baseada nas caracteristicas anatdbmicas estruturais
e ultra-estruturais do vegetal como cuticula, tricomas, estématos,
fibras/vasos condutores. No entanto uma série de compostos pode ser
sintetizada em virtude da presencga do patdégeno nos tecidos da planta.
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Sintese de géis e gomas em resposta a infec¢ao vascular

As plantas restringem o avancgo da colonizagdo dos vasos do xilema
por patdogenos atraves da deposicao de géis e gomas ou materiais
fibrilares no lumem dos vasos. Géis e gomas sdo produzidas nas
placas perfuradas, nas terminagdes das paredes celulares e nas
pontuacoes de membrana dos vasos por um processo de distensao
dos constituintes da parede primaria e lamela média, sendo
considerado um fendmeno geral de resposta a infeccdo vascular
(VANDERMOLEN et al.,, 1977, KAO & DAMANN JR., 1980). Em
adicdo, materiais fibrilares sintetizados pela planta hospedeira ou
produzidos pela degradacao da parede celular, possuem um papel na
resisténcia a doencas, como mecanismo de prevencao e retardamento
da disseminacdo e multiplicagdo do patégeno. Em experimentos
conduzidos por BRETSCHNEIDER et al. (1989), trabalhando com
duas variedades de couve (Brassica oleraceae) com niveis de
resisténcia diferentes a podriddo negra causada por Xanthomonas
campestris pv. campestris, observou-se que grande quantidade de
material fibrilar foi encontrado associado aos sitios de colonizacao da
bactéria. Diversos autores relatam a presenga de taninos, fendis,
glicoproteinas, lectinas, calose e outros agentes de defesa
antimicrobianos (OUCHI, 1983; BESTWICK et al., 1995).

Deposicao de parede celular (corddes de infec¢cao)

Um exemplo de infecgdo localizada se da pela sintese de uma
estrutura que advém da simbiose de Rhizobium-leguminosas. Neste
caso, o endossimbionte ao acessar o interior do pélo radicular é
circundado por uma estrutura tubular formada pelo depédsito de
constituintes da parede celular. Esta estrutura € conhecida como
cordado de infeccdo, que conduz as bactérias através das células do
cortex, liberando-as no interior de células recém divididas. Tais
estruturas sao restritas a interacbes simbidticas envolvendo
leguminosas e bactérias do género Rhizobium, entretanto estruturas
similares a corddes de infeccdo tém sido relatadas em interagdes
envolvendo gramineas (JAMES et al.,, 1994; REINHOLD-HUREK &
HUREK, 1993).
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Papilas, lignificacao e calose

Uma série de compostos que restringem a invasao tém sido descritas,
tais como a secregao de compostos similares a lignina (VANCE et al.,
1980), silicone (HEATH, 1981), celulose, bem como formagao de
camadas de calose na parede celular como mecanismo de restricao a
infeccdo (ALLISON & SHALLA, 1974). A deposi¢cado de calose (1,3-p-
glucano) ocorre na parede oposta ao sitio de infeccdo e é
acompanhada por posterior lignificacdo. Esta tem sido considerada
como um mecanismo geral de defesa da planta, no entanto tal
fendbmeno pode, de fato, ser determinante na direcio da resisténcia ou
susceptibilidade na interagcdo patdgeno-planta hospedeira, ja que
existem diferencas quantitativas na resposta (BECKMAN et al.,1989).

Outra resposta morfologica muito frequente também € a formacgao de
papila, caracterizada como um espessamento hemisférico da
superficie interna da parede celular no sitio de penetracido da hifa
fungica. A presenca de papila € frequentemente associada a falha na
colonizacdo do fungo na planta hospedeira (AIST, 1977). As papilas
parecem atuar na resisténcia em algumas plantas, pois a calose s6 se
deposita nas resistentes, e ndo nas suscetiveis a doencas. Além
disso, a deposicao de lignina parece aumentar a resisténcia da parede
celular a enzimas digestivas dos agressores. Acredita-se ainda que as
enzimas peroxidase e catalase aceleram a oxidagao de substancias
(do grupo dos fendis) precursoras na sintese da lignina. Em células
tratadas com indutores também ha rapido acumulo de outras enzimas
ligadas a sintese de ligninas (orto-metiltransferases e cinamil-alcool-
desidrogenase) (MARGIS-PINHEIRO et al., 1993).

Embora se saiba que a sintese de lignina é uma resposta da
resisténcia da planta, que esta biosintese pode ser induzida por
fatores bibticos e abidticos, que possui carater de sistemicidade e que
esta associada a RSA, o modo como a lignina protege ainda é pouco
conhecido. Podemos mencionar: 1. papilas (aposi¢des): geralmente se
formam em locais da parede celular, como resposta ativa da planta, a
tentativa de penetracdo por patdégeno (SCHNEIDER & ULLRICH,
1994) e sido formadas por calose, silicio e diversos compostos
organicos que fluorescem sob luz UV; 2. precursores de lignina: sao
substancias toxicas aos patdégenos tais como  coniferol
(HAMMERSCHMIDT & KUC, 1982); e 3. enrijecimento de paredes de
hifas por deposicao de lignina (KOVATS et al., 1991), dificultando o
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alongamento e diminuindo a permeabilidade de suas paredes,
dificultando a absorcédo de agua e nutrientes pelo patégeno (MATTA &
GULLINO, 1997).

Caracteristicas anatomicas do vegetal

Diferencas anatbmicas entre genoétipos da planta podem ser
determinantes no sentido da resisténcia ou susceptibilidade.
HARRISON & DAVIS (1988) trabalhando com plantas de cana-de-
acucar com diferentes graus de susceptibilidade ao raquitismo das
soqueiras verificaram que genodtipos susceptiveis apresentavam uma
pequena ramificacdo dos vasos do xilema que atravessam a regido
dos nos e intercomunicam entrends vizinhos, ao passo que variedades
resistentes apresentavam um grau maior de ramificagdo dos tecidos
condutores. Desse modo, prejuizos no fluxo da seiva seriam mais
drasticos nos gendtipos de cana-de-agucar que apresentam menor
ramificacdo dos vasos. A morfologia e a estrutura dos estdbmatos tem
um papel importante na resisténcia a doengas impondo limitagdes a
penetracdo de patégenos. McLEAN (1921) trabalhando com duas
especies de citrus e o agente causal do cancro citrico, Xanthomonas
campestris pv. citri, conclui que a base da resisténcia ao patdgeno
estava na abertura maxima do poro estomatico, que na variedade
resistente ndo passava de 1,5 uym, enquanto que na susceptivel
poderia atingir 11 ym. Nao so6 diferengcas no didametro dos poros
estomaticos poderiam constituir-se como um fator de resisténcia
natural, mas também a densidade de estébmatos por unidade de area
como demonstrado por DAUB & HAGEDORN (1979).

Estratégias de ataque desenvolvidas por
fitopatdégenos

Patogenos, por outro lado, tém desenvolvido uma variedade de
mecanismos para sobrepor as barreiras fisicas e quimicas das
plantas, estabelecendo-se e provendo sua sobrevivéncia. Bactérias
produzem varios compostos para infectar a planta hospedeira e causar
sintomas. Toxinas, exopolissacarideos (EPS), enzimas de degradacgao
de parede e certos horménios sdo alguns produtos de fitobactérias
responsaveis pelo seu estabelecimento na planta.

29



Sintese de exopolissacarideos (EPS)

A razao para producao de EPS por bactérias fitopatogénicas tém sido
relatados, como aumento da sobrevivéncia fora e no interior dos
tecidos do hospedeiro, quelante de metais, matriz para retencao de
nutrientes e agua. Entretanto, o bloqueio do reconhecimento de sitios
de ligacado da bactéria a sitios receptores especificos na parede do
hospedeiro e o0 consequente impedimento da iniciacdo dos
mecanismos de resisténcia da planta parece ser o papel mais
significativo (SEQUEIRA & GRAHAM, 1977, EL-BANOBY &
RUDOLPH, 1979). SEQUEIRA et al. (1977), trabalhando com estirpes
virulentas e nao virulentas de Pseudomonas solanacearum em plantas
de fumo inoculadas via infiltracdo no mesdfilo, verificaram que estirpes
avirulentas e estirpes incompativeis eram aglutinadas pela parede das
células do mesofilo de fumo, sendo envolvidas por um material fibrilar
e granular liberado pela parede da célula hospedeira. Em contraste,
estirpes virulentas nao foram aderidas, podendo multiplicar-se
livremente nos espacos intercelulares. A aparente falta de adesao da
forma compativel a parede celular do hospedeiro, seguida de sua livre
multiplicagdo nos meatos foi amplamente correlacionada com a maior
capacidade de produzir EPS. Ficou claro que EPS presentes na
parede celular bacteriana, preveniram a interacdo entre estes
compostos eliciadores, ndo ocorrendo adesdo nem expressao dos
mecanismos iniciais de defesa da planta, o que permitiu a
multiplicacdo da bactéria compativel no interior da planta. Mais
evidéncias foram obtidas por SEQUEIRA & GRAHAM (1977),
investigando a aglutinagao de estirpes virulentas a nao virulentas de
Pseudomonas solanacearum por lectinas de batata. Neste trabalho 34
estirpes avirulentas foram aglutinadas e 55 estirpes virulentas foram
fracamente ou n&o aglutinadas. A incapacidade de aglutinagcdo de
estirpes virulentas foi atribuida a presenca de EPS, que quando
removidos por lavagem, resultou em aglutinacdo. Em adig¢ao, técnicas
de imunofluorescéncia revelaram a presenca de lectinas na parede
celular de células do mesdfilo de batata e fumo (LEACH et al., 1982).
A analise dos resultados sugeriu o papel de glicoproteinas no
processo de doenca. Em alguns casos, EPS produzidos pela bactérias
participam na inducao de sintomas, como no caso da murcha
bacteriana por Pseudomonas solanacearum, no qual os EPS, devido
sua viscosidade elevada, inibem o movimento de agua no interior dos
vasos do xilema.

30



Sintese de toxinas

As toxinas excretadas por bactérias durante a patogénese tém papel
fundamental no estabelecimento da infeccdo e desenvolvimento de
sintomas, pois comprometem varias vias metabdlicas da planta
hospedeira, facilitando a multiplicacdo nos tecidos ou danificando
alvos especificos na planta, suprimindo a expressao das reacdes de
defesa iniciais e incitando sintomas especificos (DURBIN, 1982). Sao
ativas em concentracdes muito pequenas, possuindo baixo peso
molecular, geralmente atuam como inibidoras de enzimas vegetais. De
acordo com GROSS & CODY (1985) a grande maioria das toxinas
relatadas na literatura estdo restritas aos diversos patovares de
Pseudomonas syringae, um fitopatégeno causador de necrose foliar,
principalmente em plantas de regides temperadas. GROSS & CODY
(1985) e MITCHELL (1981) descreveram o mecanismo de acgao de
uma série de toxinas, entretanto a estrutura quimica de muitas dessas
toxinas ndo €& bem conhecida. A titulo de exemplo citamos,
siringomicina (agente biocida de amplo espectro, induz clorose,
necrose e anasarca), coronatina (produzida por patovares de
Pseudomonas que afetam gramineas), phaseolotoxina (produzida por
S. phaseolicola, sendo caracterizado como um tripeptideo sistémico
que bloqueia a sintese de arginina, induz extensos halos cloréticos e
necroéticos), tabtoxina (dipeptideo produzido por S. tabaci inibe a acao
da glutamina sintetase).

Enzimas de degradacao da parede celular

Muitos fitopatdgenos sdo capazes de produzir enzimas que degradam
polissacarideos. Desse modo, podem alterar ou degradar carboidratos
poliméricos encontrados na parede celular das plantas superiores.
Tais enzimas facilitam a penetracdo do patdégeno através da parede
celular, maceracao de tecidos e desmembramento de componentes da
parede, representando parte dos mecanismos de ataque de fungos e
bactérias fitopatogénicas. Dentre as enzimas que degradam
substancias pécticas temos enzimas que quebram ligacdes a-1,4 entre
residuos de uronida em pectinas e acidos peécticos, incluindo
hidrolases e liases, como exemplo poligalacturonases (PGA’s),
pectatos liases que quebram ligacdes a-1,4 galacturonida, e pectina
metil esterases que hidrolizam terminagdes metil esteres do acido
urénico. Dentro das enzimas hemicelulases temos endo-B-1,4-
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xilanases e xilobiases, que degradam a cadeia de xiloglucano. A
degradacao de celulose a glucose envolve um complexo de enzimas,
originalmente designadas C4, C4 (endo-B-1,4-glucanase) e celulases.
Nao existe duvida sobre a capacidade de alguns patégenos em
excretar enzimas que degradam a parede celular em tecidos
infectados , ou a capacidade de alteracdo e disrup¢cdo da parede
celular por tais enzimas durante a patogénese. No entanto existe uma
necessidade de apurar o envolvimento destas enzimas nos estagios
iniciais de infecgdo pelo patdogeno. COOPER (1983) afirma que a
dissolucdo da parede celular no sitio de infeccado tem como principal
objetivo colocar a superficie do patégeno em intimo contato com a
plasmalema do hospedeiro, permitindo o reconhecimento e eliciando
uma resposta especifica. Em muitos casos, a perda de capacidade da
hidrolise de componentes da parede celular implica em perda de
viruléncia, como citado por BOCCARA et al. (1988) em Erwinia
chrysanthemi.

Produgao de horménios vegetais

Alguns fitopatdbgenos produzem horménios vegetais “in vitro”. Porém
em associacao com a planta tem-se observado que a estimulacao do
aumento da sintese de hormdnios pela planta hospedeira induzido
pelo patdbgeno parece mais importante. Por exemplo, Pseudomonas
solanacearum produz acido indol-acético (AIA) e etileno “in vitro”, mas
induz mudangas na planta hospedeira no sentido da acumulagéo de
triptofano e consequente aumento de AlA e etileno. Qualquer que seja
a origem destes fatores de crescimento, muitos dos sintomas externos
e internos de murcha sio atribuidos aos niveis anormais desses
horménios (BUDDENHAGEN & KELMAN, 1964). No caso do
parasitismo refinado envolvendo Agrobacterium tumefaciens e plantas
dicotiledoneas, a bactéria produz niveis baixos de reguladores de
crescimento “in vitro”, porém através da inser¢cao do plasmideo Ti em
células da planta e consequente transformacdo de seu genoma,
grandes quantidades de horménio sao produzidas, ocorrendo
proliferacdo n&do controlada de células vegetais e formacao de galhas
radiculares.

Ja o etileno é um hormdnio vegetal volatil que possui multiplas funcdes
fisioldgicas em plantas. Sabe-se que as plantas o sintetizam em
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resposta a ferimentos como infeccdo por patdbgenos e a exposicao a
eliciadores de mecanismos de defesa (GROSSKOPF et al., 1991).

Estratégias e avancos biotecnologicos na defesa de
plantas contra doencas

Nas ultimas décadas, a produgao agricola brasileira teve um enorme
impulso, gragas a crescente utilizagao de tecnologias modernas,
sobretudo as associadas a programas de melhoramento vegetal, tais
como: a cultura de tecidos, a biologia molecular, a bioquimica e a
genética.

Medidas preventivas tradicionais de protecdo de plantas contra
doengas como: a utilizagcdo de sementes sadias, o emprego de
materiais resistentes, a rotacdo de culturas, manejo adequado de
praticas fitossanitarias, inspecdoes periddicas, dentre outras, sao
aliadas, cada vez mais, a estratégias biotecnoldgicas especificas de
ativacdo de mecanismos de defesa de plantas contra o ataque de
determinados microrganismos patogénicos.

Nesse sentido, o uso da tecnologia do DNA recombinante (DNAr), tem
permitido ampliar as estratégias que podem ser utilizadas pelos
programas de melhoramento vegetal.

A maior contribuicao da tecnologia de DNAr para a geracgao de plantas
resistentes a pragas até o momento vem do desenvolvimento de
estratégias contra doencgas virais. Sanford e Johnson foram os
primeiros a propor, em 1985, a possibilidade de se obter plantas
resistentes a patdgenos modificando-as geneticamente a partir da
introducdo de sequéncias genbmicas dos proprios patdgenos
(ARAGAO, 2003).

O primeiro caso de sucesso foi a expressdo da capa protéica do TMV
em plantas de fumo, gerando linhagens resistentes ao virus. Desde
entao, centenas de publicacbes tém sido apresentadas, relatando a
obtencdo de plantas geneticamente modificadas resistentes a virus
dos mais variados grupos. As primeiras plantas liberadas para o setor
produtivo foram as de fumo resistente ao TMV na China, e 0 mamoeiro
resistente ao virus da mancha anelar (PRSV) nos Estados Unidos. A
partir do uso da técnica de expressao do gene da capa protéica viral,
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também foram obtidas plantas de mamoeiro resistentes ao PRSV e
batatas resistentes ao PVY e virus do enrolamento.

SOUZA JR & GONCALVES (1999), listam uma série de estratégias
com a utilizacdo de genes estruturais e néo estruturais: (1) expressao
da capa protéica, (2) uso de satélites, (3) RNA senso e antisenso, (4)
RNAs defectivos, (5) expressdo da replicase, (6) expressdo de
proteinas do movimento, (7) expressao de anticorpos ( plantbodies).

Um caso brasileiro de sucesso desenvolvido pela EMBRAPA tem sido
a utilizagao da estratégia de expressao da replicase do virus do
mosaico dourado do feijoeiro (BGMV) -- em que as plantas sao
modificadas para produzir o RNA ou a enzima capaz de multiplicar o
genoma do virus -- em plantas de feijao. Foi possivel obter exemplares
resistentes a essa doenca, responsavel por perdas de 40% a 60%,
podendo chegar a 100%, dependendo da fase de cultivo em que
ocorre a infestacao pelo virus.

Grande numero de estudos envolvendo resisténcia a fungos também
tem sido desenvolvido. As principais estratégias buscam expressar
proteinas hidroliticas (glucanases, quitinases etc.), proteinas dos
patdgenos (defensinas, osmotinas etc.), expressdao de proteinas
heter6logas antimicrobianas (tioninas, defensinas, peroxidases,
lisozimas etc.), expressdo de fitoalexinas (restaverol), inibicdo da
viruléncia do patdégeno e alteracao de componentes estruturais. Varios
peptideos antimicrobianos presentes em plantas e animais tém sido
caracterizados e genes sintéticos foram obtidos e introduzidos em
plantas como banana, soja e alface. Estas estdo agora em avaliagéo
para resisténcia a muitas doencgas fungicas importantes, como a
ferrugens asiatica da soja, a podridao da alface e a sigatoga negra da
banana.

Outra estratégia que, cada vez mais, vem sendo estudada como um
mecanismo de defesa de plantas é o silenciamento de RNA.

O silenciamento de RNA engloba uma série de processos nucleares e
citoplasmaticos envolvidos na regulacao da expressao génica a nivel
postranscricional, por meio da degradacao sequéncia-especifica de
MRNAs alvos ou do bloqueio de sua tradugao (ZERBINI et al., 2005).

Logo apds os primeiros estudos com plantas transgénicas resistentes
a virus, percebeu-se que o silenciamento de RNA representava um
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sistema ancestral de defesa contra virus e retrotransposons (LINDBO
et al., 1993). A primeira fungdo biolégica proposta para o
silenciamento de RNA foi estabelecida em plantas durante estudos
sobre a resisténcia derivada do patdogeno. A observacao de que
plantas recuperadas de uma primeira infecgdo viral tornavam-se
resistentes a reinfeccdo pelo mesmo virus, devido a ativacdo e
manutencdo do silenciamento, levou a hipétese de que o
silenciamento de RNA seria uma resposta adaptativa de defesa contra
virus (ZERBINI et al., 2005).

A funcdo do silenciamento de RNA na defesa contra virus e
transposons levou a sugestdo de que o mecanismo funcionaria como
um “sistema imune” do genoma. De forma analoga ao sistema
imunoldgico presente em aves e mamiferos, o silenciamento de RNA é
especifico contra elementos exdgenos, a resposta pode ser
amplificada e desencadeia uma resposta massiva contra um invasor
(nesse caso, uma molécula de acido nucléico) (ZERBINI et al., 2005).

Em recente revisdo, COLLINGE et al., (2008) discutem mais
amplamente, estratégias biotecnoldgicas utilizadas na resisténcia de
plantas contra doencgas principalmente no tocante a plantas
geneticamente modificadas.

Consideracoes Finais

Como podemos observar, as plantas desenvolveram uma série de
mecanismos que a protegem contra patégenos bacterianos. LYON et
al. (1996) postula que o controle de enfermidades de plantas, tenham
elas etiologia fungica, bacteriana ou virética, pode ser conseguida pelo
estimulo apropriado de mecanismos de resisténcia de plantas a
doencas, sejam esses mecanismos bidticos ou abidticos. Afinal,
plantas possuem seus proprios mecanismos de defesa — altamente
eficientes, por sinal — e € preciso que se aprenda a desenvolver
tecnologia especifica para ativa-los. A grande esperanca advém das
novas tecnologias de obtencao de plantas geneticamente modificadas,
que possam incorporar genes de defesa em seu genoma, advindo de
outras plantas ou variedades. Com isto se reduziria o uso de controle
quimico, que agride o meio ambiente e, na maioria das vezes, torna o
patdgeno mais resistente.
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