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RESUMO

O entendimento da interagdo microrganismo-planta possui uma importancia impar para a compreensao das
interacdes organicas ao longo do processo evolutivo. Os mecanismos que permitem esse processo de
infeccdo microbiana nas plantas, pode ter uma causa co-evolutiva. A filosfera fornece um dos nichos mais
importantes para habitacdo de fungos e bactérias. Os fungos tém a capacidade de penetrar diretamente na
epiderme de plantas via aberturas naturais ou ferimentos acidentais, bem como por meio de estruturas
diferenciadas como apressorios, com o uso de enzimas degradadoras de parede. O estbmato € uma
abertura natural na epiderme da planta e tem sido reconhecida como um importante ponto de entrada para
microrganismos fitopatogénicos. Patégenos devem suprimir as defesas do hospedeiro para causarem uma
doenga. Algumas proteinas secretadas pelos patdégenos atuam inibindo as defesas das plantas. A interagao
dindmica das formas de imunidade do hospedeiro ao patdgeno, reflete a evolugdo das pressodes seletivas
patégeno-planta. Os mecanismos de adesao de fitopatégenos aos hospedeiros representam a primeira
etapa da conex&o fisica entre o parasita e o parasitado. Dessa maneira, a adesdo é considerada decisiva e
essencial para que a doenca possa progredir. Este trabalho de revisdo tem como objetivo, realizar uma
avaliagao dos processos de interagcdo desarménica entre fitopatdgenos e suas plantas hospedeiras, com
énfase nos microrganismos necrotroficos.
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ABSTRACT

The understanding of the microrganism-plant interaction has a unique importance for the understanding of
organic interactions along of evolution. The mechanisms that allow this process of fungal infection in plants,
may be caused by co-evolutionary process. The phyllosphere provides one of the most important niches for
microbial habitation. Fungi are able to penetrate directly into the epidermis of plant through natural openings
or accidental wounds, as well as by means of different structures as appressoria, using wall degrading
enzymes. The stoma is a natural opening in the epidermis of the plant and has been recognized as an
important entry point for pathogenic microrganisms. Pathogens must suppress host defenses to cause
disease. Some proteins secreted by pathogens act by inhibiting the defenses of plants. The dynamic
interaction of forms of host immunity to the pathogen reflects the evolution of plant-pathogen selective
pressures. The mechanisms of adhesion of pathogens to hosts represent the first step of the physical
connection between the parasite and the parasitized. Thus, compliance is considered crucial and essential
for the disease to progress. This review aims to conduct an evaluation of procedures for disharmonious
interaction between pathogens and their host plants, with emphasis on necrotrophic fungal pathogen.

Key Words: necrotropic; pathogens; host plants; disharmonic interactions.

INTRODUCAO percepgdo, transdugdo de sinais e as
respostas que a planta produz lembram

As plantas tém um sistema para caracteristicas da imunidade inata observada
identificar patbégenos ou bactérias em animais. As reacgOes das plantas contra
potencialmente benéficas. Aspectos da esses microrganismos sao amplas e incluem
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a produgdo de compostos antimicrobianos.
Bactérias que sdao bem sucedidas como
patogénicas ou nas interagbes simbidticas
desenvolveram varias maneiras de se
protegerem dos mecanismos de imunidade
das plantas.

As plantas desenvolveram varios
mecanismos de protegao contra patégenos,
desta forma, as respostas de defesa
produzidas por uma planta incluem a
producdo de compostos antimicrobianos,
como por exemplo: peptideos catibnicos,
fitoalexinas, espécies reativas de oxigénio
(ROS), pepetideos, proteinas relacionados
com a defesa (defensinas, quitinases e
proteinases) e a resisténcia adquirida por
inducao local e sistémica (1, 2).

Microrganismos necrotréficos  sao
aqueles que se alimentam de tecidos mortos
da planta hospedeira e, portanto, tém a
capacidade de resistir nos restos de culturas,
entre uma safra e outra, até o repovoamento
pelo hospedeiro mais suscetivel. Assim, se
plantas jovens de soja encontrarem restos de
culturas de soja infectadas por patégenos da
safra anterior ainda no campo, ha maior
probabilidade de um desenvolvimento mais
severo daquelas doencas cujos
microrganismos causadores sejam
necrotréficos. Isso também pode ocorrer com
trigo, milho e outras culturas anuais. A
rotacdo de culturas abre um intervalo de
tempo para a decomposigdo dos restos de
culturas  contaminados, favorecendo a
destruicao de microrganismos pela falta de
alimento novo, ou seja, espécies hospedeiras
na nova safra (3). Logo, os patégenos
necrotréficos podem ser controlados pela
rotagdo; contrariamente, sob monocultura,
estes sao realimentados e, portanto,
mantidos a um potencial de in6culo suficiente
para a continuidade do seu ciclo biolégico

(3).

MECANISMO DE ADESAO DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS

A adeséao € considerada pré-requisito
durante a patogénese de fungos (4). As
etapas de atragéo e contato entre o patégeno
e o hospedeiro fazem parte das fases de
reconhecimento da interagcdo (5). A primeira
etapa consiste na adesdo a barreira
representada, por exemplo, pela cuticula e o
crescimento do tubo germinativo sobre essa
superficie. Em seguida, as pontas das hifas
se modificam em apressorios, aumentando a
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pressdo de turgor e impulsionando a
estrutura de penetragao, o “peg”’. Além disso,
a ponta da hifa libera enzimas degradantes
de parede celular para facilitar a penetracao.
Caso nao promovessem a digestdo de
muitas camadas, essas seriam perfuradas
por forga mecénica (6).

De maneira semelhante ao que se
verifica com bactérias, a adesdo de fungos
também parece ser dependente do caréater
hidrofébico dos propagulos. Em um
experimento para a avaliagdo da capacidade
adesiva de Botrytis cinerea, observou-se que
os conidios do fungo eram capazes de aderir
a superficie de tomates ou outros substratos
imediatamente apds a etapa de hidratacao,
estando os conidios vivos ou mortos, apesar
de ser comparativamente maior entre os
conidios viaveis. Nesse caso, como a adeséo
ndao envolve estruturas ou ligagoes
especificas, os autores creditaram a
capacidade adesiva ao carater hidrofébico
existente entre os conidios e os substratos

(7).

Parece ndo haver um mecanismo
padrdo de adesdo de fungos as plantas,
embora possa ser considerado que o0
processo ocorre com maior facilidade em
superficies hidrofébicas tanto artificiais como
naturais. Outra peculiaridade da adesao em
fungos € a formacdo da chamada placa de
adesdo. Beckett e colaboradores (8)
mostraram que h& a liberagéo localizada de
materiais envolvidos na adesdo, os quais
garantem a fixacdo dos urediniésporos a
superficie do hospedeiro. Num experimento a
partir de esporos vivos e também de esporos
autoclavados, a placa de adesao se formou
em ambos, porém, apenas aquelas placas
originarias de esporos vivos foram capazes
de aderir efetivamente a cuticula do
hospedeiro (9).

A formacado de placas de adesao,
apesar de assemelhar-se a um processo
passivo, é dependente da presenga de agua
e de intensa troca de sinais entre o patégeno
e seu hospedeiro. As caracteristicas dos
materiais adesivos vém sendo estudadas, e
estes, na maior parte das vezes, séo
constituidos de proteinas e glicoproteinas
(10-13).

Apesar disso, a caracterizagdo de
alguns materiais adesivos e o detalhamento
completo dos mecanismos de adesdo dos
propagulos fungicos ainda nao foram
encontrados. Cabe ressaltar que muitos



desses materiais adesivos sdo apenas parte
de uma massa que é colocada para fora do
propagulo, a chamada matriz extracelular.

MATRIZES CELULARES E ADESAO

Os fungos sdo capazes de produzir
substancias com caracteristicas
mucilaginosas que podem acumular-se do
lado externo da célula, constituindo a matriz
extracelular. Como ja foi apontada, a adesao
de alguns fungos pode ou nao depender
desse material (14). A relacdo de adesao e
matriz extracelular €, portanto, uma relacédo
que é verdadeira somente para algumas
interacoes planta-patdégeno. A mucilagem
pode estar envolvida em um numero enorme
de outras fungbdes relativas a vida dos
fungos, entre as quais pode-se citar:
protegado contra a dessecagéao (15), protecéao
contra compostos fendlicos téxicos (16, 17),
armazenamento de enzimas importantes
durante a penetracdao (18, 19) e auto-
inibidores de germinagao (20). Assim, torna-
se evidente que, em alguns exemplos, a
matriz ndo tem qualquer relagdo com a
adeséo.

SISTEMAS DE DEFESA DA PLANTA
Bactérias patogénicas e simbiéticas
desenvolveram varias maneiras de lidar com
o sistema imune do hospedeiro. Por
exemplo, muitas bactérias que interagem
com as plantas usam um sistema de
secrecao tipo lll (TTS) para injetar proteinas
efetoras que interferem com a resposta
imunoldégica no citoplasma do hospedeiro
(21). Além disso, durante a invasdo, os
microrganismos podem produzir
antioxidantes (acido ascorbico e glutationa) e
enzimas, por exemplo, dismutase catalase e
superéxido dismutase (SOD), para limpar ou
desintoxicar ROS téxicos. Além disso, as
bactérias invasoras sao protegidas por
polissacarideos de superficie (SPSS) (19).
Martin et al (2003) e Abramovitch
(2004) (21, 22), demonstraram que o sistema
TTSS funciona como uma seringa e é usado
por fitobactérias para injetar proteinas de
viruléncia na célula hospedeira. Estas
proteinas efetoras do tipo Ill sdo secretadas
para promoverem a doenga, e alterarem a
fisiologia normal da planta em beneficio dos
patégenos. As plantas desenvolveram
mecanismos para detectar a presenca de
patdbgenos bacterianos e ativar as defesas
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que atrasam ou param o desenvolvimento da
doenca.

Defesas basais, tais como reforgos da
parede celular e expressdao de proteinas
associadas a defesa, suprimem o
crescimento de patdgenos. No entanto, as
defesas basais nao impedem completamente
a formacao das doencas. As plantas também
evoluiram na direcdo da formacdo de uma
resisténcia intracelular com proteinas que
podem detectar a presenca de efetores
especificos tipo Il dentro da célula vegetal
(7). O reconhecimento do patdégeno por
proteinas, ativa rapidamente as defesas com
0 consequente resultado da imunidade da
planta. Um fenémeno como esse ¢é
associado pela reacao de hipersensibilidade
(HR), um processo que envolve a morte
celular induzida rapidamente ap6s a
contaminagéo e também programada (PCD)
para células perto do local de infeccéao (23)
(24).

Pseudomonas syringae pv. DC3000
do tomateiro € um patégeno modelo para
estudar a base molecular da imunidade da
planta e da suscetibilidade da doenca em
tomate e Arabidopsis. P. syringae DC3000
usa um sistema de secrecao do tipo Il para
injetar proteinas efetoras para dentro da
célula da planta. Esses efetores tipo lll sao
produzidos para promover a viruléncia
bacteriana suprimindo as defesas vegetais e
melhorando o acesso aos nutrientes presos
na célula vegetal. As proteinas efetoras do
tipo Ill, AvrPtoB, provocam imunidade
associada a morte celular programada (PCD)
guando essas sao expressas em plantas que
tem a proteina de resisténcia Pto. No
entanto, na auséncia de Pto, AvrPtoB age
para suprimir PCD (21).

No meio intracelular, as plantas
possuem mecanismos que desencadeiam a
expressao de genes associados a resisténcia
a patégenos, e que sao ativados pela
presenga de PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns — em portugués, padroes
moleculares associados a patégenos). Sua
funcdo ¢é reconhecer esses vestigios
(PAMPs) de atividade de organismos
agressivos e incitar a resposta, que
dependera da ativagdo de grande quantidade
de genes. No género Arabidopsis, por
exemplo, ocorrem quinases que sao ativadas
por mitdbgenos provenientes do patégeno
(MAPKs —  mitogen-activated  protein
kinases). Essas quinases provocam o inicio



de duas séries de eventos que levam a um
reforco da defesa da parede celular e a
expressao de genes especificos para essas
condi¢gbes. Zhang et al. (25) demonstraram
que a bactéria Pseudomonas siryngae evita
essa resposta pela secrecdo de uma enzima
denominada HopAl1, que modifica dois tipos
de MAPKs, MPK3 e MPK6. A acido dessa
enzima, que é a de quebrar ligagbes fosfato-
treonina nas MAPKs, € conservada em
outros parasitas de plantas e animais, mas
evolui especificamente para cada
hospedeiro.

Os mesmos autores (25) propdem um
modelo da reacao da planta a P. siryngae em
que primeiro é percebida a presenca da
proteina flg22, pelo mediador FLS2, que, por
meios ainda indeterminados, antecede as
quinases MPK3 e MPK6 na cadeia de
eventos que levard a ativagdo de meios de
resisténcia da planta, como a deposicdo de
calose na parede celular. As quinases MPK3
e MPK®, ja citadas, reagem imediatamente,
a0 mesmo tempo em que ocorre
metabolismo oxidativo (oxidative burst); resta
saber se esses dois eventos tém relacao
causal. A partir da presente pesquisa,
observou-se que o parasita atua nos
primeiros niveis da resposta imune do
hospedeiro, que sao responsaveis pela
ativacdo de grande parte dos genes e rotas
metabdlicas necessarios para a defesa da
planta.

METABOLISMO OXIDATIVO

O metabolismo oxidativo pode iniciar
a resposta hipersensivel, uma defesa
importante contra os patdégenos biotréficos.
No entanto, se ele provocar morte celular no
local infectado, de modo que impeca que
esses patégenos tirem proveito dos
nutrientes celulares, tem o efeito indesejado
de facilitar a infeccdo por patégenos
necrotréficos. Esse tipo de oportunismo é
descrito por Govrin e Levine (2000) em
Botrytis cinerea e Sclerotinia sclerotiorum.

Wildermuth et al. (26), e Ton e
Mauch-Mani (27) apontam que a resisténcia
adquirida, local ou sistémica, das plantas
contra patbégenos biotréficos, em
Arabidopsis, depende de acido salicilico para
ativagdo de genes relacionados a esse
mecanismo de defesa. De acordo com os
primeiros, o gene ICS1 do hospedeiro, que
produz uma proteina isocorismato sintase,
que sabidamente sintetiza acido salicilico em
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certas bactérias, é ativado em contato com
Erysiphe orontii e Pseudomonas syringae, e
esta associado a expressdao do gene PR1
(pathogenesis-related protein), que é ativo
quando a resisténcia sistémica adquirida
(SAR, do inglés) se manifesta.

Poucos receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs) de
plantas s&o conhecidos, as leucinas
localizadas na membrana plasmatica séo
ricas em repeticdbes de receptores de
quinases (LRR-RK) FLS2 e EFR reconhecem
a bacteria PAMPs flagelina e EF-Tu, ou seus
epitopos  peptidicos flg22 e  elf18,
respectivamente (2). Se o reconhecimento de
Padrao Molecular Associado a Patégenos
(PAMP) nao é evitado ou suprimido, a
imunidade do hospedeiro é lesionada, e o
crescimento do patégeno é interrompido.

Xiang et al. (28), mostraram que a
viruléncia bacteriana do fator AvrPto
mandam PRRs alvos para suprimir o
reconhecimento PAMP em plantas
hospedeiras. Patogenos bacterianos
secretam um conjunto de proteinas
"efetoras" virulentas por meio do tipo
especializado de sistema de secregéao |l
(TTSS) ja citado anteriormente. No entanto,
varios efetores mostraram inibir ou suprimir a
resposta imune da planta e contribuir para a
viruléncia (4, 5). Porém, apesar destes
avangos, a maioria dos efetores alvos na
célula vegetal sdo desconhecidos, refletindo
o pobre conhecimento da sinalizacdo
vegetal.

A imunidade da planta é composta
por varias camadas de reconhecimento de
que PAMP é desencadeadora de imunidade
(PTI). Essa ocorre em primeiro lugar e depois
envolve o reconhecimento de efetores
realizadas por proteinas resistentes (R).

SISTEMAS DE INFECCAO

Para infectar um  determinado
hospedeiro, os microrganismos devem evitar
ou suprimir a PTI (imunidade desencadeada
por PAMP) por meio das agbes de efetores.
Por sua vez, algumas plantas desenvolveram
proteinas de resisténcia (R) para detectar
esses efeitos, elas sdo desencadeadoras de
imunidade (ETI).

As proteinas efetoras AvrPto-Pto
DC3000, sao proteinas pequenas, de tripla
hélice que, como varios outros efetores, que
sdo direcionadas para a membrana
plasmatica por N-miristoilagdo. Embora a



AvrPto comprovadamente contribua para a
viruléncia do patdgeno, foi identificada
inicialmente por sua capacidade de induzir
ETl em plantas de tomate, carregando um
complexo composto de efetoras de
reconhecimento da proteina quinase, Pto e
Prf, e a proteina R do nucleotideo da familia
de ligacdo LRR (7). A AvrPto interage
diretamente com Pto em células de tomate.
No entanto, AvrPto contribui para a viruléncia
em linhagens de tomate deficientes de Pto
e/ou Prf (9, 11). A AvrPto foi, portanto,
considerada por suprimir as defesas de
plantas baseadas na parede celular. No
entanto, varias publicagbes subsequientes
relataram que AvrPto parece funcionar muito
cedo no PTI, porque a expressao AvrPto em
Arabidopsis e Nicotiana benthamiana inibe
precocemente varios marcadores da PTI,
por outro lado, um trabalho estrutural recente
sugeriu que AvrPto age como um inibidor da
Pto obstruindo a fenda catalitica quinase
(16). Dessa forma, a inibicdo da atividade
quinase de AvrPto é dispensavel para a
elicitacdo de Pto-Prf mediadora de
resisténcia, sugerindo que uma proteina alvo
quinase alternativa, pode estar por tras da
atividade de viruléncia do AvrPto. A AvrPto
interage com FLS2 e EFR tanto in vitro como
in vivo quando expressos ectopicamente em
células de plantas. Além disso, AvrPto inibe a
autofosforilacao de FLS2 e EFR, de maneira
dose dependente. Assim, AvrPto & um
inibidor dos dominios PRR quinase.

Enquanto a concentracdo de AvrPto
dentro da célula infectada é desconhecida, é
possivel que proteinas efetoras de AvrPto e
outros N-miristoilados existam em
microdominios na membrana em locais de
alta de concentracao.

Pode se definir que AvrPto mantém
alguma especificidade ao alvo (por exemplo,
n&o interage com PKS3, uma quinase com
papéis nas respostas de estresse abibtico). E
possivel que diferentes alvos AvrPto
assumam uma maior importancia em certos
contextos patégeno-hospedeiro.
BAK1/SERK3 é um receptor quinase com os
papéis gerais em PTI e dimerises com FLS2
(e provavelmente outros PRRs) e séao
também possiveis alvos. A inibicdo da BAK1
suprimiria  multiplos caminhos visando um
anico membro comum. A BAK1 nado é
necessaria para a interacao AvrPto-FLS2 (3),
mas AvrPto pode ainda ligar BAK1 e/ou
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interromper a interagdo de FLS2 e outros
PRRs com BAK1.

No geral, estudos sobre efetores
virais (21), mostram uma importante
estratégia para a nova funcao efetora que é
provavel que seja geral para todas as
interacées  planta-microrganismos, como
observa-se em algumas pesquisas que tem
mostrado uma  “corrida armamentista”
molecular entre o sistema imunoldgico
vegetal e os fatores de viruléncia de
patégenos.

Neste contexto, a abertura dos
estbmatos além de serem responsaveis
pelas trocas gasosas, também sdo a
principal via de entrada de patégenos na
planta e estas tém mecanismos que
evoluiram para regular a abertura estomatica
como uma resposta imune contra a invasao
bacteriana. Curiosamente, esta resposta
também pode ser desencadeada por bem
caracterizados padrées moleculares
associados a  patdédgeno/microrganismo
(PAMPs ou MAMP), como flg22 (um
peptideo derivado de flagelina bacteriana) e
lipopolissacarideo (LPS).

PAMPs sao reconhecidos por PRRs
localizadas na membrana plasmatica da
planta e sdo moléculas geralmente
conservadas entre 0s microrganismos
patogénicos e nao patogénicos (5). Os
PAMPs que sé&o bem definidos incluem flg22,
elf18 (um peptideo derivado de fator de
elongacdao EF-Tu), LPS, peptidoglycano
(PGN) e Ax21 (ativador de XA21 mediada
por imunidade) de bactérias; xilanase,
quitina, a quitosana (um derivado da quitina)
e ergosterol dos fungos; e glucano, pep13 e
elicitin de oomicetos (6, 7).

Estudos utilizando PAMPs purificadas
tém demonstrado que o fechamento
estomatico em resposta a sinais bidticos
requer o fitohorménio acido abscisico (ABA),
a célula-guarda especifica OPEN-
ESTOMATA 1 (OST1) quinase, a produgao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO), a proteina G
heterotrimerica, e a regulamentacdo dos
canais de K*, os quais sdo marcas abidticas
registradas para o sinal de inducdo do
fechamento estomatico (4,12, 15). Esses
achados sugerem que o sinal de transdugéo
da célula-guarda em resposta a sinais
bidticos e abibticos compartilham alguns
passos em comuns.



Além da possibilidade de exploragao
da regulacdo ambiental dos movimentos
estomaticos, alguns patbégenos,
aparentemente, evoluiram fatores de
viruléncia ativamente contra fechamento dos
estbmatos, os fatores bacterianos na
regulacdo estomatica e os fatores fungicos
também foram observados.

Com um exemplo o Fusicoccin é uma
toxina produzida por Fusicoccum amygdali, o
fungo patogénico causador do cancro em
améndoa e em péssego. A Fusicoccin
promove a abertura estomatica em
condigbes claras ou escuras, e inibe a
indugdo do fechamento dos estbmatos no
escuro em C. Communis (29). Este foi
mostrado para ativar H* -ATPase em células-
guarda na membrana plasmatica.

O Fusicoccin também foi mostrado
por inibir a inducdo do fechamento dos
estdmatos no escuro em fava, provavelmente
por remogao de 6xido nitrico (ON), similar a
acao de c-PTIO, um ON scavenger e L-
NAME, um inibidor da sintese de Oxido
nitrico (SON) (30). Além disso, a
despolimerizagdo de actina parece estar
envolvida na abertura estomatica induzida.

O Oxalato € outro fator de viruléncia
do fungo envolvido na regulagido estomatica.
Este fator de viruléncia € produzido pelo
patbgeno Sclerotinia sclerotiorum. Este
oxalato indutor da abertura estomatica
aumenta os solutos osmoticamente ativos
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