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RESUMO

Com o crescente desenvolvimento de tecnologias voltadas para a agricultura, sdo
evidentes os incrementos na utilizacdo de insumos, em especial de pesticidas. O uso de
agroquimicos vem contribuindo para o aumento da produtividade agricola, mas também
tem sido responsavel por efeitos adversos sobre 0 meio ambiente e a salde humana.
Atualmente, com o avan¢o da agricultura de base agroecoldgica, novas medidas de
protecdo de plantas vém apresentando destaque, como a indu¢do de resisténcia, que é
ativacdo de mecanismos de defesa vegetal para o controle de pragas e doencas. Um
enorme volume de pesquisas dentro da fitopatologia se concentra no fendmeno da
especificidade entre o patdgeno e o hospedeiro, fenémeno de reconhecimento, do papel
das fitotoxinas e enzimas microbianas extracelulares na patogénese e dos fatores
bioquimicos de resisténcia, como compostos fenodlicos, fitoalexinas e proteinas
relacionadas a patogénese. As plantas medicinais possuem compostos secundarios que
tanto podem ter acdo fungitdxica (agdo antimicrobiana direta) como elicitora, ativando
mecanismos de defesa nas plantas (acdo indireta). O uso de medicamentos
homeopaticos também usados como métodos de controle alternativo tem demonstrado
capacidade para induzir a producdo de metabolitos secundarios como as proteinas
relacionadas & patogénese. Esta revisdo contém informagdes sobre trabalhos com
extratos de plantas medicinais e homeopatia em modelos vegetais, onde 0 uso destes
tem sido buscado como principal objetivo o controle de fitopatdgenos, sua
potencialidade e perspectivas de avanco visando uma agricultura de baixo impacto.
Palavras-chave: controle alternativo, indugdo de resisténcia, plantas medicinais,
homeopatia.
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ABSTRACT

The plant defense against pathogens

With the increasing development of agricultural technologies, increments in the use of
inputs, particularly pesticides, are more and more evident. Agrochemicals have
contributed to the increasing agricultural productivity, but they have also been
responsible for adverse effects on the environment and human health. Currently, with
the advancement of agroecological farming systems, new measures for protecting plants
are gaining importance, such as the induction of resistance, which is the activation of
plant defense mechanisms to control pests and diseases. An enormous amount of
research in plant pathology focuses on the phenomenon of specificity between the
pathogen and host, the phenomenon of recognition of the role of extracellular
phytotoxins and microbial enzymes in the pathogenesis, and the phenomenon of the
biochemical factors of resistance, such as the phenolic compounds, phytoalexins and
pathogenesis-related proteins. Medicinal plants have secondary compounds that can
have both fungitoxic action (direct antimicrobial action) and elicitor action, activating
defense mechanisms in plants (indirect action). The use of homeopathic medicine, also
known as alternative control methods, has demonstrated its ability to induce the
production of secondary metabolites, such as the pathogenesis-related proteins. This
review presents some studies on herbal extracts and homeopathy in plant models for
their use in the control of pathogens, their potentiality and their prospects of advances
towards low-impact agriculture.

Keywords: alternative control, induction of resistance, medicinal plants, homeopathy.

INTRODUCAO

A resisténcia do hospedeiro a um microrganismo patogénico pode ser definida,
sob o aspecto fisioldgico, como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada
e/ou a subsequente atividade do patégeno em seus tecidos (GOODMAN et al., 1986). O
sistema de defesa vegetal é multicomponente, atuando de maneira dindmica e
coordenada, no momento e local apropriados e com magnitude adequada
(PASCHOLATI & LEITE, 1995). Essa complexidade funcional, espacial e temporal
inicia-se com o reconhecimento, pelo hospedeiro, de sinais exdgenos provenientes do
patdgeno, continua com 0s mecanismos de transdugdo desses sinais e resulta em extensa
reprogramacao do metabolismo celular vegetal, envolvendo mudancas na atividade
génica (WALTERS et al., 2007).

Os mecanismos de defesa de uma planta podem ser estruturais e bioguimicos,
ambos pré e/ou pds-formados em relacdo a tentativa de penetracdo do patdgeno no
hospedeiro. Os mecanismos estruturais constituem-se em barreiras fisicas a penetracao
e/ou colonizagdo do patdgeno, enquanto que 0s mecanismos bioquimicos englobam
substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patdgeno ou gerar condicdes
adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro, devendo estar presentes em
concentracdo adequada nas partes invadidas e em forma acessivel ao patogeno, de tal
maneira que mudangas na concentra¢do da(s) substancia(s) implique em mudangas na
expressao da doenca (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Nos mecanismos bioquimicos pré-formados, as substancias estdo presentes na
planta em altas concentracfes nos tecidos sadios antes do contato com o patégeno ou
podem se converter em substancias altamente toxicas com o inicio da infec¢do (ainda
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assim sdo consideradas pré-formados devido a auséncia de um precursor remoto). Por
outro lado, nos mecanismos pds-formados, as substancias encontram-se ausentes ou
presentes em baixos niveis antes da infeccéo, sendo ativadas em resposta a presencga do
patégeno ou produzidas a partir de um precursor remoto (GARCION et al., 2007).

De maneira geral, os mecanismos de resisténcia podem ser (PASCHOLATI &
LEITE, 1994):

A) Pré-formados (passivos ou constitutivos):

a) estruturais: cuticula, tricomas, estobmatos, fibras/vasos condutores;

b) bioquimicos: fendis, alcalbides glicosidicos, lactonas insaturadas, glicosideos
fendlicos e cianogénicos, inibidores proteicos, quitinases e B-1,3 glucanases.

B) Po6s-formados (ativos ou induziveis):

a) estruturais: papilas, halos, lignificacdo, glicoproteinas ricas nos aminoécidos
hidroxiprolina (HRGP) e glicina (GRP), camadas de cortica, camadas de abscisdo,
tiloses;

b) bioguimicos: fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e espécies
ativas de oxigénio.

O grau de envolvimento dos fatores estruturais e bioquimicos nas respostas de
resisténcia da planta varia de acordo com o patossistema e, num mesmo patossistema,
de acordo com a idade da planta hospedeira, do 6rgéo e/ou tecido afetado, do estado
nutricional e das condi¢cBes ambientais. A reacdo da planta a infeccdo pode variar de
acordo com o modo de colonizacdo do patdgeno, uma vez que microrganismos
biotréficos agem buscando impedir o desencadeamento dos mecanismos de defesa da
planta, enquanto que os necrotroficos agem suprimindo tais mecanismos. Diante disso,
duas estratégias podem ser desenvolvidas pelas plantas: contra os biotréficos, os genes
de defesa asseguram o desencadeamento, em dado momento, de mecanismos que
mantém a resisténcia ao patdgeno, ao passo que, contra 0s necrotroficos, os genes de
resisténcia buscam anular os mecanismos de patogenicidade do invasor (JOHAL et al.,
1995).

DESENVOLVIMENTO
1. Mecanismos bioquimicos pré-formados

Nos mecanismos bioquimicos pré-formados encontram-se substancias de
natureza quimica diversa como fénois, alcaldides, lactonas, terpendides e algumas
proteinas. Como exemplo destas substancias pré-formadas tem-se: acido clorogénico,
acido protocatecoico e catecol, o-tomatina, avenacinas, tuliposideos, glicosideos
fenolicos, inibidores protéicos e enzimas de defesa vegetal.

1.1. Compostos fendlicos

A expressdo compostos fendlicos abrange um extenso grupo de substancias que
possuem um anel aromatico contendo pelo menos uma hidroxila. Estes compostos
incluem: fendis simples e outros glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, derivados dos
acidos benzoico e cinamico, a-pirones (cumarinas e isocumarinas), ligninas, flavonoides
(flavononas, antocianinas e catequinas) e quinonas. Em geral, tendem a ser solveis em
agua, uma vez que ocorrem freqlientemente na forma de glicosideos e localizados
usualmente nos vactolos celulares. As vias metabdlicas envolvidas na sintese de
compostos fenolicos estdo muito bem estudadas. As vias do &cido shiquimico e
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cindmico (fenilpropanoides) constituem a sequéncia comum que gera os diferentes
grupos de polifendis e lignina (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Compostos fendlicos sdo bem conhecidos como substancias fungitoxicas,
antibacterianas e antiviréticas (LO & NICHOLSON, 2008). O efeito inibitério de
compostos fenolicos na germinacdo de esporos, crescimento micelial e
producdo/atividade de enzimas microbianas varia entre os diferentes grupos de fenois.
Dessa forma, os compostos fendlicos podem estar envolvidos nos mecanismos
bioquimicos e estruturais de resisténcia em plantas (NICHOLSON &
HAMMERSCHMIDT, 1992; NICHOLSON, 1995). Segundo Vidhyasekaran (1988)
diversas substancias fendlicas estdo associadas a resisténcia a doengas como, por
exemplo, acido clorogénico, acido protocatecoico e catecol, floridizina e arbutina
(glicosideos fenolicos).

1.2. Saponinas

As saponinas sdo compostos glicosilados amplamente distribuidos nas plantas e
que podem ser divididos em trés grupos, dependendo da estrutura da aglicona:
triterpendides, esterdides e glicoalcaldides. Os triterpendides sdo encontrados
principalmente em dicotiledéneas, embora possam ocorrer também em algumas
monocotiledoneas das familias Liliaceae, Dioscoraceae e Agavaceae e em Digitalis
purpuria, onde ha a saponina digitonina. Ja os esterdides glicoalcaldides sao
encontrados em alguns géneros das familias Solanaceae e Liliaceae (HOSTETTMANN
& MARSTON, 1995). Em aveia estdo presentes tanto as saponinas triterpendides como
as esteroides. As saponinas mais estudadas sdo as que estdo presentes em aveia e
tomate, devido ao seu potencial na defesa de plantas contra fitopatdgenos. Estas
saponinas sdo as avenacinas e avenacosideos em aveia e a o-tomatina em tomate
(OSBOURN, 1996).

1.3. Glicosideos cianogénicos

Mais de 2000 espécies de plantas sdo conhecidas serem cianogénicas e capazes
de formar gas cianeto de hidrogénio (HCN) em resposta a alguma injaria (DAVIS,
1991) ou em resposta a infeccdo por fungos necrotroficos (MANSFIELD, 1983).
Devido a toxicidade do HCN, este tem sido relacionado com defesa da planta contra
herbivoros e fitopatogenos. A liberacdo do HCN é devido a degradacéo de precursores,
principalmente de glicosideos cianogénicos, por enzimas hidroliticas da planta. A
hidrolise dos glicosideos cianogénicos inicia-se pela hidrolise de carboidratos por p-
glicosilhidrolase, originando um composto intermediario - a-hidroxinitrila - que é
convertido, espontaneamente ou por acdo enzimatica (a-hidroxinitrila liase), a HCN e a
um aldeido ou cetona.

As plantas cianogénicas mantém o acido cianogénico compartimentalizado em
vacuolos das células de raizes, ramos, folhas, flores e frutos, ficando assim isolado dos
efeitos da enzima que catalisa a liberacdo do HCN. Estas plantas podem também, por
detoxificacdo, evitar os efeitos toxicos do HCN (OSBOURN, 1996).

Cerca de 300 glicosideos cianogénicos ja foram identificados e dois deles,
linamarina em mandioca e durina em sorgo ja foram bem estudadas.

1.4. Acidos hidroxicarboxilicos
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Os tuliposideos sdo exemplos de é&cidos hidroxicarboxilicos insaturados,
ocorrendo como glicosideos em tecidos de plantas de tulipa, aparentemente
armazenados em vacuolos das células. Estes compostos sdo instaveis em pH >5,0 e sdo
facilmente e rapidamente convertidos, em funcdo de aumentos de pH (7,5) ou pela acédo
de B-glicosidases, em lactonas insaturadas (tulipalina), que apresentam atividades
antibacterianas e antifungicas (RESENDE, 1996). Os tuliposideos estdo relacionados a
resisténcia de bulbos de tulipas a Fusarium oxysporum f.sp. tulipae e de pistilos a
Botrytis cinerae. Os bulbos em desenvolvimento sdo atacados por F. oxysporum f.sp.
tulipae somente proximo a colheita, mesmo que o bulbo-mée ja esteja infectado ou
contaminado com os conidios do fungo. Este curto periodo de suscetibilidade deve-se
ao fato de que as concentracgdes de tulipalina decrescem durante a maturagéo de bulbos
quando as escamas brancas externas e resistentes tornam-se de cor marron palha e ficam
desprovidas de substancias antimicrobianas. Entretanto, nas escamas brancas internas,
as quais sdo temporariamente suscetiveis e apresentam baixo contetddo de tuliposideos,
alguns dias apds a colheita ha um rapido aumento na concentracdo dessa substancia,
tornando-as novamente resistentes a infecdo. A relacdo entre o nivel de tuliposideo com
a resisténcia e/ou suscetibilidade de bulbos de tulipa a F. oxysporum f.sp. tulipae indica
que estas substancias estdo envolvidas na protecdo dos bulbos em crescimento contra a
infecdo fungica (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

1.5. Proteases e inibidores de proteases

As enzimas proteoliticas executam uma grande variedade de funcdes fisioldgicas
complexas. Sua importancia em conduzir as funcGes metabdlicas e regulatorias
essenciais é evidente, devido a sua ocorréncia em todas as formas de organismos vivos
(TREMACOLDI, 2008). Em microrganismos, 0s processos fisiologicos que mais
requerem a participacdo de proteases sdo turnover de proteina, esporulacdo e
germinacdo de esporos, modificacdo enzimatica, nutricdo e regulacdo da expressdo
génica (RAO et al., 1998).

Inibidores de proteases sdo proteinas capazes de evitar ou reduzir a atuacdo de
enzimas que degradam proteinas animais e microbianas, mas ndo as vegetais. De forma
geral, sdo sintetizadas e estocadas em sementes e tubérculos, enquanto crescem como
protecdo contra predacdo (MARGIS-PINHEIRO et al., 1999).

1.6. Enzimas associadas aos mecanismos de defesa da planta

Os mecanismos de defesa das plantas contra fitopatégenos envolvem alteracGes
metabdlicas que estdo correlacionadas com mudangas na atividade de enzimas chaves
nos metabolismos primario e secundario. Duas dessas enzimas chaves, a peroxidase e a
fenilalanina amonia-liase serdo abordadas.

A enzima peroxidase (H,O, oxiredutase, E.C. 1.11.1.7), a qual esta presente nos
tecidos das plantas, em certas células animais e em microrganismos, é conhecida por
participar de varios processos fisioldgicos de grande importancia (HOAGLAND, 1990).
Ela cataliza a oxidagdo e a eventual polimerizacdo de &lcool hidroxicindmico em
presenca de perdxido de hidrogénio, originando lignina. As peroxidases participam da
biossintese do horménio vegetal etileno (ISIGHE et al., 1993), da oxidacdo de
compostos fendlicos, os quais acumulam-se em resposta a infeccdo (FRY, 1986),
oxidacdo do acido indolil-3-acético (AIA) (HOAGLAND, 1990) e na biossintese de
lignina (INTRAPRUK et al., 1994.). Mudancas na atividade das peroxidases tém sido
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freqientemente correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em
diferentes patossistemas.

A fenilalanina amonia-liase (FAL) (E.C. 4.3.1.5) é a enzima do metabolismo
secundario mais intensivamente estudada em plantas, devido a importancia nas reagdes
do metabolismo dos compostos fenolicos e estabilidade e facilidade de preparacdo para
0s ensaios enzimaticos. Essa enzima é responsavel pela desaminagdo da L-fenilalanina,
transformando-a em acido trans-cinamico e aménia. O &cido trans-cindmico pode ser
incorporado em muitos diferentes compostos fenolicos (&cido 4-coumarico, acido
cafeico, acido ferdlico e acido sinapico), os quais estdo presentes na formacdo de
ésteres, coumarinas, flavonoides e ligninas. A FAL ja foi isolada de algas, fungos e
principalmente de plantas superiores, ndo tendo sido ainda detectada em células
bacterianas ou tecidos animais (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

2. Mecanismos bioquimicos pés-formados

As plantas representam uma importante fonte nutricional para herbivoros e
muitos microrganismos e, para se defender do ataque desses organismos, varias
moléculas eliciadoras associadas aos patdgenos sdo reconhecidas em nivel de mebrana
plasmatica vegetal, resultando na ativacdo de mecanismos de defesa (GARCION et al.,
2007), como sumarizados a seguir.

2.1. Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas reduzidas, transitérias e
altamente reativas, produzidas no caminho metabdlico de transformacdo do oxigénio
molecular (O,) a &gua (H,0) (MEHDY et al., 1996). A partir da adi¢do de um simples
elétron, o oxigénio molecular é convertido ao radical ou anion superoxido (O2"), um
processo mediado, provavelmente, por peroxidases ou NAD(P)H oxidases associadas a
membrana, ou mesmo por lipoxigenases a partir de acidos graxos e O, (DOKE et al.,
1996). O superoxido formado pode passar por reacGes de oxido-reducdo ou ser
"dismutado” e regenerar O, e peroxido de hidrogénio (H,O;), o que pode ocorrer
espontaneamente em pH neutro ou pela acdo da enzima superoxido dismutase. O H,0,
formado pode sofrer diferentes transformacgfes: reduzido ao radical hidroxil («OH);
convertido a H,O e O, pela acdo da catalase; convertido a H,O pela oxidacdo de
moléculas substratos, como ascorbato, via peroxidases (HEISER & OSSWALD, 2008).

As seguintes espécies reativas de oxigénio podem ser geradas:

Singlet oxygen (*O5): o singlet oxygen possui o mesmo niimero de elétrons que a forma
mais estavel, mas os elétrons ©* tém Orbitas antiparalelas. Entretanto, o singlet oxygen é
capaz de reagir com outras moléculas induzindo a oxidag¢do das mesmas;

Radical superédxido (O;7): o radical ou anion superéxido (ou apenas superoxido)
representa o produto da reducdo de um elétron do O;

Perdxido de hidrogénio (H,O): uma reducdo bivalente do oxigénio conduz a
formagéo do perdxido de hidrogénio, o qual também pode ser formado durante a agéo
de dismutase do superdxido;

Radical hidroxil (¢OH): uma posterior reducdo do perdxido de hidrogénio conduz a
producdo do radical hidroxil, o qual € uma espécie muito agressiva de oxigénio.

Espécies reativas de oxigénio podem se acumular rapidamente no inicio do
processo infeccioso em ambas interacfes patdgeno-hospedeiro compativeis ou
incompativeis, um processo conhecido como explosdo oxidativa (LAMB et al., 1989).
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Essa rapida resposta ocorre em poucos minutos depois da infeccdo, persistindo, no
entanto, ndo mais do que uma hora até que retorne ao seu nivel basal. A explosao
oxidativa tem sido verificada em reacdes de hipersensibilidade em resposta a infeccédo
por fungos (VERA-ESTRELLA et al., 1993) e bactérias (BAKER et al., 1993). Além
disso, varias fitotoxinas fungicas e bacterianas podem induzir a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (HEISER et al., 1998).

Duas fases de inducdo de ROS por elicitores fungicos e bacterianos tém sido
avaliadas em células vegetais. A fase | € uma resposta muito rapida (poucos minutos),
que possivelmente envolve uma interacdo elicitor-receptor, e que nem sempre esta
correlacionada com a resisténcia a doenca, pois pode também ocorrer em interacdes
compativeis (LAMB & DIXON, 1997). Na fase Il ocorre uma explosdo mais forte e
prolongada, que esta diretamente correlacionada com a resisténcia da planta ao
patdgeno, provocando a morte localizada de células (resposta de hipersensibilidade),
sendo caracteristicas de interagfes incompativeis (DANGL et al., 1996).

As espécies reativas de oxigénio podem atuar de diferentes maneiras durante a
resposta de resisténcia da planta (DOOKE et al., 1996) (Figura 1): a) diretamente sobre
0 patdgeno, inibindo seu desenvolvimento; b) fortalecendo a parede celular por
favorecer a formacdo de ligacOes cruzadas com proteinas estruturais; ¢) peroxidacdo de
lipideos da membrana plasmatica, fortalecendo sua integridade devido a reducdo da sua
fluidez; d) o perdxido de hidrogénio (H,0,), a espécie reativa de oxigénio mais estavel e
prontamente transportada através da membrana, pode regular a expressdo de genes
requeridos para a ativacdo da resisténcia ou pode formar &cido jasmoénico, um
mensageiro secundario, a partir da atividade da enzima lipidio hidroperoxidase presente

na membrana plasmatica.
Qtogeno
Parede celular One comLEs)igﬁwsagg;arﬁ?jals
a parede
patogeno
o, 02 /”\

o
NADH 2 —_— H202
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Figura 1. Possiveis componentes envolvidos na geracdo de espécies ativas de oxigénio
e seus efeitos sobre o patdgeno ou sobre a ativacdo de mecanismos de defesa das plantas
(adaptado de MEHDY, 1994).
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O peroxido de hidrogénio pode ser diretamente tdxico aos patdgenos. Na
presenca de ferro, o H,O, d& origem ao radical hidroxila, extremamente reativo.
Alternativamente, pode contribuir para reforcar as paredes celulares, tanto por
interligagbes de hidroxiprolinas e glicoproteinas ricas em prolina & matriz de
polissacarideos ou aumentando a taxa de formacao de lignina por meio da atividade das
peroxidases. Ambos mecanismos fazem mais resistente a parede celular a penetracdo do
patdgeno e a degradacdo enzimatica. O H,O, também intervém na biossintese do acido
salicilico (HAMMOND-KOSACK & JONES, 2000).

A deteccdo e quantificacdo de ROS em sistemas biologicos sdo particularmente
dificeis devido a rapida destruicdo e detoxificacdo (“scavenging”) desses radicais por
mecanismos antioxidantes celulares. Além disso, as ROS’s sdo dificeis de serem
detectadas diretamente por métodos espectrofotométricos ou HPLC. Por isso, a maioria
das técnicas de deteccdo baseia-se na oxidacdo ou reducdo de certos compostos pelas
ROS’s (RESENDE et al., 2003). Alguns métodos de detec¢do de ROS’s em plantas
podem ser: macroscopico/microscopico (com nitroblue tetrazolium, amido/iodeto de
potassio e cloreto de titdnio); espectrofotométrico (com nitroblue tetrazolium,
citocromo C e epinefrina); fluorescente (com piranina e escopoletina) e
quimioluminescente (com luminol e luciginena) (BAKER & ORLANDI, 1995).

2.2. Oxido nitrico

Oxido nitrico (NO) é um radical livre, inorganico e gasoso que age Como
molécula sinalizadora com multiplas funcGes bioldgicas nas plantas, como a ativacdo de
proteinas relacionadas a patogénese (DELLEDONNE et al., 1998), atuacdo como fator
enddgeno de regulacdo de maturacdo e senescéncia em varias plantas (LESHEM &
WILLS, 1998), com envolvimento inclusive da enzima dxido nitrico sintase (GUO et
al.,, 2003) e fator regulando a morte celular programada em associacdo com a
lignificacdo durante a formacéo dos vasos do xilema (NEILL, 2005).

As espécies reativas de oxigénio (ROS), como H,0, e 027, descritas
anteriormente, podem ser consideradas como sinais chaves para a expressdo da resposta
de hipersensibilidade (HR), que é o resultado da interacdo dos produtos dos genes de
resisténcia (R) do hospedeiro e de aviruléncia (avr) do patdégeno. Alguns trabalhos, no
entanto, indicam que as ROS sozinhas podem nao ser suficientes para induzir a morte
da celula vegetal (GLAZENER et al., 1996). Algumas evidéncias indicam que as ROS
podem agir paralelamente ou em sinergia com NO para que ocorra a HR (PINTO et al.,
2002). NO, o qual age como sinalizador nos sistemas imune, nervoso e vascular
(SCHMIDT & WALTER, 1994) pode potencializar a inducdo de HR (DELLEDONNE
et al., 1998). Com relacdo ao NO, ha muitas similaridades entre as respostas de defesa
do hospedeiro a infeccdo em plantas e animais (FOISSNER et al., 2000). Mudangas nos
niveis de Ca®" citoplasmatico, a producdo de espécies reativas de oxigénio e 6xido
nitrico, bem como a ativacdo da cascata MAPK sdo comumente relacionados como
sinalizadores para as respostas de defesa da planta ao patdgeno (NUMBERGER, 1999).
Muitos desses componentes também séo descritos nas respostas de celulas animais a
infeccdo (NUMBERGER et al., 2001).

Em mamiferos, muitos efeitos do NO sdo mediados através da formacdo do
peroxinitrito (ONOQO"), pela interacdo do NO com o anion superoxido (O27) (NO + Oy~
(*ONOOQ). O peroxinitrito € um potente oxidante e citotoxico (PRATS et al., 2005).

Embora se tenha conseguido grande progresso para entendimento da dindmica
de NO usando como modelos interacdes-planta patdgeno e mesmo sistemas de cultura
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de células, poucos estudos tém sido destinados a funcdo espacial e temporal do mesmo
em sistemas envolvendo culturas economicamente importantes. A extremamente curta
meia-vida do NO tem limitado o estudo de seus efeitos fisioldgicos in vivo. Os poucos
exemplos do envolvimento de NO em patossistemas de expressdo econémica Sdo
apresentados a seguir.

Guo et al. (2004), em patossistema envolvendo trigo e Puccinia striiformis,
verificaram que o reconhecimento pela planta de um isolado avirulento do patdégeno
estava associado com a producéo de dois picos de NO. O primeiro pico foi observado
nos estagios iniciais da infeccdo, enquanto que o segundo somente posteriormente. No
entanto, na infec;do com o isolado virulento, apenas um pico foi observado.
Adicionalmente, a atividade de fenilalanina-aménia-liase (PAL) foi maior na interacdo
incompativel, sugerindo que a producéo inicial de NO poderia estar associada com a
resisténcia.

Prats et al. (2005) observaram que no patossistema cevada — Blumeria graminis
f.sp. hordei, a geracdo de NO comecou a ser detectada 10 h apos a inoculacao e sempre
em estreita associacdo com os sitios de formacdo de papila, e precedendo a morte
celular por HR, indicando seu envolvimento na resposta de resisténcia. Os autores
sugerem que a geracdo de NO poderia afetar o intervalo de tempo ou a expressao de
eventos relacionados a formacdo das papilas, como a reorganizacdo do citoesqueleto,
redirecionamento da corrente citoplasmatica, formacdo de agregados citoplasmaticos,
sintese de calose e de compostos fendlicos, ou acimulo de componentes inorganicos da
papila, como silicio.

2.3. Fitoalexinas

As fitoalexinas sdo metabolitos secundarios, antimicrobianos, de baixa massa
molecular e produzidos pelas plantas em resposta a estresses fisicos, quimicos ou
biol6gicos. Sdo capazes de impedir ou reduzir a atividade de agentes patogénicos, sendo
a taxa de producdo/acimulo dependente dos genotipos do hospedeiro e/ou patdgeno
(LO et al.,, 1996). S&o considerados compostos biocidas, sendo prejudiciais para
bactérias, fungos, nematdides, plantas e animais. De forma geral, 0 modo de acdo das
fitoalexinas sobre fungos inclui granulacdo citoplasmatica, desorganizacdo dos
conteddos celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas fungicas.
Esses efeitos refletem-se na inibigdo da germinacéo e elongacéo do tubo germinativo e
reducdo ou inibicdo do crescimento micelial (BRAGA, 2008).

As fitoalexinas apresentam grande diversidade e mais de 300 tipos ja foram
caracterizados entre diferentes classes de compostos quimicos como cumarina,
diterpeno e flavonoide, entre outras, tendo sido identificadas em mais de 20 familias de
vegetais superiores (SMITH, 1996). A inducdo para producdo de fitoalexinas pode
ocorrer em resposta a penetracdo fungica e pelo tratamento com elicitores (ou
eliciadores) abioticos e bidticos, como aqueles obtidos de plantas e de fungos miceliais
(STANGARLIN et al., 1999; 2008).

3. Mecanismos bioquimicos pré e pos-formados
3.1. Proteinas relacionadas a patogénese

A infecdo de plantas por fungos, bactérias e virus, entre outros microrganismos,
frequientemente conduz a uma resposta de defesa do hospedeiro através de mecanismos
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de eficiéncia variavel contra o fitopatogeno (PASCHOLATI & LEITE, 1995). Um dos
mais eficientes destes mecanismos € a reacdo de hipersensibilidade onde ha a inducgéo
da producdo de fitoalexinas e de varias proteinas de defesa codificadas por genes da
planta (GRAHAM & GRAHAM, 1991). Essas proteinas incluem: a) proteinas
estruturais - quando incorporadas a matriz extracelular, na tentativa de confinamento do
patdégeno (glicoproteinas ricas em hidroxiprolina e glicina e enzimas peroxidases
envolvidas na lignificacdo); b) enzimas do metabolismo secundario, como as envolvidas
na biossintese de antibidticos; e c) proteinas relacionadas a patogénese (proteinas RP),
responsaveis pelas maiores mudancgas quantitativas nos teores de proteina soltvel
durante as respostas de defesa (STINTIZI et al., 1993).

Essas proteinas RP foram detectadas pela primeira vez no inicio da década de 70
em folhas de fumo Samsun NN exibindo reacdo de hipersensibilidade ao virus do
mosaico (TMV) (VANLOON & VANKAMMEN, 1970). Este foi o sistema que
permitiu a caracterizacdo da maior parte das proteinas RP até agora conhecidas, embora
algumas dessas proteinas também possam ser induzidas em plantas sob condi¢cdo de
estresse, recebendo neste caso a denominacdo de proteinas de estresse (LINTHORST,
1991). Como conceito geral, pode-se dizer que as proteinas RP sdo induziveis no
hospedeiro em resposta a infeccdo por um patégeno ou por estimulos abidticos, e
podem estar correlacionadas com a resisténcia ndo especifica do hospedeiro ao
patégeno.

As proteinas RP apresentam propriedades fisico-quimica tipicas que as
distinguem das demais proteinas encontradas em plantas (STINTIZI et al., 1993):

- S8o estaveis em pH baixos, em torno de 2,8 (quase a totalidade das demais proteinas
das plantas precipitaria nesta condi¢éo);

- Mostram-se resistentes a acdo de enzimas proteoliticas. As proteinas RP &cidas de
fumo localizam-se no espago intercelular das folhas, que é uma regido de pH
relativamente baixo e que também contém enzimas com atividade de protease &cida;

- Geralmente mostram-se como mondmeros, com massa molecular variando entre 8 e
50 kDg;

- Podem estar localizadas no vacuolo, parede celular e/ou apoplasto;

- S&0 estaveis sob altas temperaturas (em torno de 60-70 °C).

As proteinas RP podem se apresentar em formas &cida ou bésica. Em fumo, as
proteinas intracelulares (localizadas nos vacuolos) sdo principalmente béasicas e sao
constitutivamente expressas em altos niveis nas raizes, enquanto as formas acidas séo
geralmente extracelulares. Uma diferenga que também pode ser observada entre as
formas &cida e basica é que estas Gltimas sdo induzidas em altos niveis nas folhas por
etileno e injuria, enquanto que as primeiras ndo o sao (NASSER et al., 1990).

As primeiras quatro proteinas RP descobertas foram facilmente detectadas
devido a alta mobilidade em gel de poliacrilamida e porque migraram para uma regido
onde quase ndo haviam outras proteinas celulares (VAN LOON & VAN KAMMEM,
1970). Outras proteinas RP, embora presentes no mesmo gel, ndo podiam ser
distinguidas das demais proteinas com mobilidade similar. O procedimento de extracdo
em pH baixo permitiu eliminar essas outras proteinas celulares e caracterizar mais seis
outras bandas de proteinas RP em extratos de folha de fumo com reacdo de
hipersensibilidade a TMV. A nomenclatura destas dez principais proteinas RP de fumo
foi baseada na caracteristica de mobilidade eletroforética relativa: RP-1a, -1b, -1c, -2, -
N, -0, -P, -Q, -R e -S, em ordem decrescente de mobilidade (STINTIZI et al., 1993).

Atualmente sdo conhecidas 17 familias de PRPs em vegetais, com as mais
diferenciadas fungdes (GORJANOVIC, 2009). Vale ressaltar que em cada familia,
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incluem-se classes com diferentes isoformas, respectivamente acidas ou basicas (Tabela
1).

Tabela 1. Familias de proteinas relacionadas a patogénese.

Familia Propriedades

PR-1 Antifungica

PR-2 B-1,3-glucanase

PR-3 Quitinase I-11, IV-VII

PR-4 Quitinase I-11

PR-5 Osmotina

PR-6 Inibidores de protease

PR-7 Endoproteinases

PR-8 Quitinase 11

PR-9 Peroxidases

PR-10 Proteinas semelhantes a ribonuclease
PR-11 Quitinase V

PR-12 Defensinas

PR-13 Tioninas

PR-14 Proteinas relacionadas com o transporte de lipidios
PR-15 Oxalato oxidases

PR-16 Proteinas semelhantes a oxalato oxidase
PR-17 Desconhecida

O papel das PRPs na resisténcia de plantas contra microrganismos patogénicos
pode ser tanto direto como indireto. Uma acdo direta, como por exemplo, a inibicdo do
crescimento do patégeno ou da germinacdo de esporos, representa uma concepgao
simplificada da defesa de plantas contra a entrada de agentes patogénicos. Neste
sentido, em muitos casos as PRPs apresentam atividade antimicrobiana in vitro.
Isoformas basicas de PRPs normalmente exercem maior atividade antiflngica,
apresentando acdo reduzida contra bactérias, insetos, nematdides ou virus. Em sua
maioria, PRPs possuem uma maior importancia na acdo indireta, ou seja, no processo de
inducdo de resisténcia, como por exemplo, na acdo preventiva contra penetracdo de
patdgenos, por acdo oxidativa de componentes da parede celular vegetal por meio de
peroxidases (PR-9), ou envolvimento na transducdo de sinais durante a interacao
patdégeno-hospedeiro, como na acdo de oxalato oxidases (PR-15) e de proteinas ndo
especificas relacionadas com o transporte de lipidios (PR-14). Um nimero pequeno de
familias das PRPs possui atividade enzimatica como é o observado para glucanases
(PR-2), quitinases (PR-3, PR-8, PR-11), peroxidases (PR-9), ribonucleases (PR-10) e
(PR-4), ou acdo inibitdria pela atividade de inibidores enzimaticos (PR-6). A atividade
inibitéria de proteases e a-amilases é atribuida as familias PR-5, PR-12 e PR-14.
Funcdes adicionais destas familias no controle da atividade de enzimas enddgenas, ou
na defesa contra insetos fitdéfagos, ou seja, uma multifuncionalidade dos inibidores de
protease de plantas é discutida.

As PRPs exibem uma diversidade de mecanismos de acdo sobre
microrganismos e pragas. Os mecanismos de acdo das PRPs s&o baseados em atividades
hidroliticas sobre a parede celular, toxicidade direta, permeabilizacdo da membrana
plasmatica, sinalizacdo no processo de defesa ou inibicdo, por exemplo, de enzimas do
trato digestivo de insetos. Nesse contexto, quitinases (PR-3, a PR-4, PR-8 e PR-11) e
glucanases (PR-2) tem acdo direta sobre os componentes (1,3)-p-glucano e quitina da
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parede celular de fungos, enquanto que PR-5, PR-12, PR-13 e PR-14 inicialmente
influenciam a membrana plasmatica. A acdo antimicrobiana direta através da
permeabilizacdo da membrana plasmatica aparentemente esta relacionada a PRPs de
natureza basica com o-hélice anfipatica, permitindo a ligacdo destas a membrana
plasmatica e posterior inclusdo na bicamada lipidica.

Mais recentemente foram acrescidas as PRPs as familias PR-15 (oxalato
oxidase), PR-16 (proteinas semelhantes a oxalato oxidase) e PR-17, todas isoladas a
partir de folhas de cevada infectadas por Blumeria graminis. As PR-15 e PR-16 incluem
proteinas e glicoproteinas associadas a matriz extracelular, as quais, envolvidas em
varios processos que incluem a germinacdo, o desenvolvimento da planta e as respostas
a agentes agressores de origem biotica e abidtica. Para a familia PR-17 foram isoladas
duas proteinas denominadas HvPR-17a e HvPR-17b, com massa molecular de 26 e 24
kDa respectivamente. A HvPR-17a por sua vez foi detectada em plantas resistentes e
suscetiveis infestadas com afideos (Rhopalosiphum padi).

A seguir sdo apresentados mais detalhes sobre as enzimas B-1,3 glucanases e

quitinases (BOL et al., 1990):
B-1,3 glucanases (E.C.3.2.1.39): essas endoglucanases sao mondmeros com massa
molecular entre 25-35 kDa e que produzem oligbmeros com 2-6 unidades de glicose a
partir do substrato laminarina (uma B-1,3 glucana). A B-1,3 glucana é um importante
componente da parede celular de muitos fungos. Muitas glucanases de varias espécies
de plantas tém sido clonadas e sequenciadas. Em fumo foram isoladas cinco B-1,3
glucanases (quatro isoformas &cidas e uma bésica, mais abundante) e agrupadas em trés
classes. A isoforma béasica pertence a classe I, enquanto as isoformas acidas pertencem
as classes Il e 11l. RP-2, -N e -O sdo da classe 1, e a outra enzima extracelular RP-Q é
da classe Ill. As isoformas acidas sdo extracelulares enquanto as basicas ocorrem nos
vaclolos. Outra B-1,3 glucanase chamada sp4l pode ser encontrada em grande
quantidade em 6rgédos florais especificos.

N&o hé correlacéo entre o nivel de similaridade na sequéncia de aminodcidos e a

atividade catalitica relativa dessas enzimas sobre o substrato laminarina: RP-2 e -N
mostram 99 % de similaridade na sequéncia de aminoacidos, mas N € cinco vezes mais
ativa que RP-2; RP-O ¢é 93 % similar a RP-2 mas é 250 vezes mais ativa. A RP-O tem
uma atividade similar a glucanase basica embora a sequéncia de aminoacidos entre as
duas seja muito diferente. Isto aumenta os problemas de diferenca em especificidade de
substrato entre glucanases para dada espécie de planta e também entre glucanases de
diferentes espécies de plantas.
Quitinases (E.C. 3.2.1.14): semelhante as glucanases, essas enzimas sd0 mondmeros
com massa molecular entre 25 e 35 kDa. As quitinases de plantas caracterizadas até
agora sao endoquitinases que produzem quito-oligossacarideos com 2-6 unidades de N-
acetilglucosamina (BOL et al., 1990). Algumas dessas endoquitinases purificadas de
plantas também possuem atividade de lisozima, podendo hidrolizar ligagdes -1,4 entre
acido N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina no peptideoglicano bacteriano. Certas
quitinases podem agir como quitosanases, além do fato de existirem também
quitosanases especificas induzidas em plantas em resposta a fitopatégenos. Embora as
quitinases hidrolizem eficientemente a quitina, que é o principal componente do
exoesqueleto de insetos e da parede celular de muitos fungos, essas enzimas também
tém sido encontradas em plantas de fumo em resposta a infeccdo por TMV (PONSTEIN
etal., 1994).

Com relacdo ao modo de acdo das proteinas RP sobre fungos, varios trabalhos
parecem indicar que as formas extracelulares possuiriam uma fungédo imediata na defesa
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das plantas, pela acdo na degradacdo de hifas invasoras (acdo antimicrobiana direta),
com a conseqlente liberacdo de elicitores oligossacaridicos a partir das paredes
fangicas, os quais poderiam conduzir a ativacdo de outros mecanismos locais ou
sisttmicos de resisténcia nas plantas (agdo antimicrobiana indireta). As formas
intracelulares poderiam estar atuando tardiamente nas reacfes de defesa das plantas.
Caso as formas extracelulares ndo fossem capazes de impedir o crescimento do
patdgeno nos tecidos vegetais ocorreria o colapso da célula e a liberagdo das formas
intracelulares basicas dos vacuolos (BOLLER, 1988).

4. Mecanismos estruturais

Os mecanismos estruturais de resisténcia atuam principalmente como barreira a
penetracdo ou barreira a colonizacdo microbiana. Estes mecanismos podem ser
constitutivos, também denominados pré-formados ou induzidos também denominados
pos-formados. O primeiro grupo refere-se a estruturas produzidas pela planta
independente da acdo de patdgenos, tendo diversas funcbes na planta além da
resisténcia. Neste grupo pode-se citar a presenca de cuticula, forma e nimero de
estdmatos, pilosidade, vasos condutores de seiva e camada de silica. No segundo grupo
estdo os mecanismos de resisténcia cuja expressdo € desencadeada apds o inicio das
atividades do patdgeno na superficie do hospedeiro. Estes mecanismos podem ser a
formacdo de halos, papilas, ou lignificacdo que sdo barreiras celulares ou camadas de
cortica, camadas de abscisdo, tilose, deposicdo de gel e hesperidinas, sendo estas
barreiras histoldgicas.

4.1. Mecanismos estruturais pré-formados
a) Cuticula

A epiderme é um tecido especializado das plantas que apresenta um papel
critico a sobrevivéncia da mesma. Este tecido apresenta um revestimento denominado
cuticula, uma camada externa as células da epiderme, composta por cutina e ceras,
materiais hidrofébicos que tem a sua principal funcdo evitar a perda de agua em toda
superficie da parte aérea da planta. A cuticula exerce uma resisténcia a saida de dgua da
planta, mas além disso, ela € uma barreira eficiente contra a entrada da maioria dos
patdgenos que colonizam a superficie. A resisténcia a entrada de patdgenos se da pela
complexidade dos polimeros de cutina, que os torna dificeis de serem degradados,
sendo possivel somente por microrganismos que apresentam como mecanismo de
ataque, enzimas denominadas cutinases.

Dependendo da espessura ou da densidade dessa camada cuticular, as plantas
podem ser mais ou menos resistentes, além de compostos presentes na cuticula também
sdo responsaveis pela sinalizacdo ativando outros mecanismos como as proteinas-RP
(REINA-PINTO & YEPHREMOV, 2009). Frutos de ma¢d com cuticula mais espessa
apresentam maior resisténcia a Venturia inaequalis (PASCHOLATI & LEITE, 1995) e
mutantes de plantas de tomate com a cuticula mais densa e espessa tornaran-se
resistentes a Botritis cinerea (REINA-PINTO & YEPHREMOV, 2009). Por outro lado,
alguns fungos patogénicos a plantas como Colletotrichum gloeosporioides em
abacateiro, Pyricularia grisea em arroz e Puccinia graminis f. sp. tritici precisam
reconhecer a superficie do hospedeiro para iniciar a germinagdo a fim de penetrar e
causar a infeccdo. Para isto proteinas de membrana reconhecem moléculas da cuticula
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de seu hospedeiro, iniciando a germinagdo. Se porventura o esporo atingir a superficie
de uma planta que ndo apresenta na composi¢do da cuticula essa molécula especifica o
esporo nao germina.

b) Tricomas

Os tricomas também apresentam funcéo relacionada a reducdo da perda de
dgua pela planta, no entanto, podem atuar na protecdo desta, sendo para isto,
considerados dois mecanismos: presenca de glandulas associadas a estes, contendo
substancias inibidoras produzidas no metabolismo secundéario; ou pelo nimero de
tricomas, que quando em maior quantidade, interferem na continuidade do filme de
agua e, consequlientemente, na possibilidade do patégeno atingir aberturas naturais como
0s estdmatos, ou mesmo atingir a superficie das células por onde iniciard a penetracéo.
O cultivar de feijoeiro lapar-81 apresenta resisténcia a Glomerella cingulata f. sp.
phaseoli, cuja resisténcia esta correlacionada com a densidade de tricomas, interferindo
na fase de pré-penetracdo, embora ocorrendo a germinagdo dos esporos a penetragao €
dificultada (JERBA et al., 2005). Quando consideramos que alguns patégenos fungicos
precisam reconhecer seu hospedeiro para germinar, a falta de contato com a cuticula
impede sua germinacao.

c) Estbmatos

Os estbmatos sdo aberturas naturais cuja funcéo é manter o fluxo continuo de
agua entre solo, planta e atmosfera, ocasionando um fluxo de massa responsével pelo
transporte de nutrientes na planta, além de servir como porta de entrada para o COy,
substrato para a fotossintese. Sendo uma abertura natural, certamente sera local de
penetracdo para muitos patdgenos. Logo, dependendo da quantidade de estdbmatos, do
tamanho e do periodo de abertura os patdgenos podem ter dificuldade para serem bem
sucedidos no processo de penetracao e estabelecimento de relagdes parasitarias estaveis.
O numero de estdbmatos apresenta efeito parcial na resisténcia de pimentdo (Capsicum
annum) a oidio causado por Oidiopsis haplophylli (LIMA et al., 2010). Xanthomonas
axonopodis pv. citri depende dos estdmatos ou ferimentos para penetrar sendo bem
sucedida nas laranjas e nos limdes, no entanto, na tangerinas, isso nao é possivel, em
funcdo da forma dos mesmos, apresentando uma crista cuticular impedindo a
continuidade do filme de &gua e, consequentemente, a entrada da bactéria. O periodo de
abertura dos estdbmatos também pode ser considerado mecanismo de resisténcia.
Patdgenos que dependem exclusivamente dos estdbmatos abertos para penetrar, como a
ferrugem do colmo do trigo, apresentam dificuldades para penetrar se 0s estdmatos
tiverem a abertura retardada pela manha, pois o sol resseca o tubo germinativo
frustrando a tentativa de penetracdo (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

d) Vasos condutores

Os vasos condutores, além de funcionarem conduzindo fluxo de seiva,
possuem a funcdo estrutural para sustentacdo da parte aérea, mantendo as folhas em
posicdo adequada para captagdo da energia solar e realizagdo da fotossintese. Para que
0S vasos possam ser capazes de sustentar uma folha na posicdo adequada suas paredes
precisam ser lignificadas. Alguns patdgenos sdo conhecidos por causar manchas
angulares e esse tipo de sintomatologia ocorre quando estes patdgenos ndo possuem
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capacidade de degradar as paredes lignificadas dos vasos, impedindo o avanco da leséo.
A implicacéo bioldgica disso € uma menor produgéo de indculo e menor &rea lesionada.
Por outro lado, alguns patégenos nos eventos de pré-penetracdo dependem do relevo do
filoplano para encontrarem os estomatos. Neste sentido o cultivar de feijoeiro lapar-81
apresenta resisténcia a Glomerella cingulata f. sp. phaseoli correlacionada a menor
saliéncia dos vasos, interferindo na orientacdo tigmotrépica na fase de pré-penetracao,
dificultando a entrada do mesmo (JERBA et al., 2005).

e) Camada de silica

A camada de silica € um mecanismo de resisténcia comum em plantas das
familias Poaceae, Equisetaceae e Cyperaceae, e como exemplo de plantas cultivadas
que acumulam este elemento tem-se: trigo, aveia, centeio, sorgo, milho e cana-de-
acucar. Quando estas plantas sdo cultivadas em ambientes com altos teores de silicio
soltvel, o elemento é absorvido e depositado no espaco intercelular da epiderme,
formando uma camada de silica gel a qual torna-se uma barreira a penetracao
especialmente por hifas de fungos (RODRIGUES & DATNOFF, 2007). O patossistema
arroz-Magnaporte grisea vem sendo bastante estudado quanto a essa caracteristica. Kim
et al. (2002) associaram a resisténcia a camada de silica mais espessa nas cultivares
resistentes de arroz.

4.2. Mecanismos estruturais pdés-formados
4.2.1.Barreiras celulares

a) Reorganizacéo do citoplasma

Assim que algum propagulo de microrganismo fitopatogénico atinge a
superficie do hospedeiro e realiza suas atividades na tentativa de penetra-lo, inicia-se
uma grande mudanca na organizacao interna da célula vegetal, denominado polarizacgéo,
com o intuito de agilizar qualquer resposta de defesa. Para isto, uma intensa rede de
microtUbulos é produzida para levar nucleo, reticulo endoplasmatico, complexo de golgi
e ribossomos préximos do ponto de penetracdo, facilitando a comunicacdo celular e
aumentando a velocidade das respostas de defesa vegetal (SCHMELZER, 2002).

b) Halo

O halo refere-se a uma modificacdo na parede celular ao redor do ponto de
penetracdo para evitar a perda de agua e ao mesmo tempo dificultar a penetracdo por
parte do patdgeno. Essas modificagdes sdo representativas nas concentracdes de
lipidios, silicio, lignina, suberina e calose (AGRIOS, 2005).

c) Papila

A papila atua juntamente com o halo, no entanto, as modificagbes sdo no
espaco entre a parede celular e a membrana no exato local onde o patdgeno exerce
pressdo para penetracdo. A papila é composta por calose, derivados fendlicos, celulose,
suberina, lignina e silicio e a principal funcdo é oferecer resisténcia a penetracdo do
patégeno e dificultar a troca de metabdlitos entre patdgeno e hospedeiro. Kang &
Buchenauer (2000) demonstraram que a resisténcia a Fusarium culmorum em trigo esta
associada a formacéo de papila.
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d) Lignina

Citoplasmas em degeneracdo ou células danificadas pela tentativa de
penetracdo de determinado patdgeno, especialmente fungos, levam a aumento da
biossintese de lignina, no intuito de reforcar as paredes celulares ou mesmo a formacao
de lignina ao redor das estruturas do patdgeno, como hifas, isolando-o do citoplasma e
paralisando seu avanco. A lignificagdo de uma célula torna as paredes mais resistentes a
penetracdo e exige do invasor a expressdo de enzimas especificas que degradam lignina
para continuar o avanco da colonizagdo. Além disso, a presenca de compostos fendlicos,
substrato para formacdo da lignina, inibe metabdlitos do patogeno. A lignificacdo das
hifas do patdgeno, denominada de tubo lignifero, o isola do hospedeiro e dificulta o
transito de agua e nutrientes do hospedeiro para o fungo e o transito de toxinas e
enzimas do patégeno para o hospedeiro. Neste sentido, Ascensao & Dubery (2003), a
partir de eliciador proveniente de Fusarium oxysporum f.sp. cubense, induziram o
aumento da lignificagdo em raizes de bananeira correlacionado com o aumento da
resisténcia a este patogeno.

4.2.2.Barreiras histoldgicas

a) Camada de cortica

Camadas de corti¢a inibem o crescimento das lesdes, especialmente causadas
por fungos. Depois que o patdgeno conseguiu ser bem sucedido na penetracdo e
estabelece relacdes parasitarias estaveis, as células do hospedeiro, identificando a acéo
do mesmo, iniciam um processo de formacdo de uma camada de cortica ao redor da
lesdo ocasionada pelo patdégeno. As células sadias localizadas na periferia da lesdo
modificam seu metabolismo, produzindo grande quantidade de suberina e paralisando a
atividade biol6gica. Esse processo limita o avanco do patdgeno e ndo ha fluxo de
toxinas e enzimas do patdgeno para os tecidos sadios da planta. Tubérculos de batata
reagem a tentativa de penetracdo por Rhizoctonia solani formando camada de cortica
isolando o fungo na externamente (AGRIOS, 2005).

b) Camada de absciséo

A camada de abscisdo € um mecanismo que visa eliminar o tecido vegetal
afetado, juntamente com o patdégeno. Apos o reconhecimento da acdo do patogeno,
células especificas da periferia da lesdo tornam-se lignificadas para limitar o avanco do
patégeno, enquanto que células sadias mais externas a lesdo iniciam a dissolugéo
enzimatica da lamela média que circula a lesdo, desconectando o tecido lesionado do
tecido sadio com o balancar do vento. Este fendmeno claramente se vé na cultura do
péssego infectado por Xanthomonas arboricola pv. pruni (PASCHOLATI & LEITE,
1995, AGRIQS, 2005). Outra forma de eliminar tecido doente por camada de absciséo é
eliminando folhas inteiras infectadas, o que é observado na interagdo entre a seringueira
(Hevea brasiliensis) e o fungo Microciclus uley. Em condigdes naturais as folhas
infectadas sdo eliminadas por inteiro e o0 patdégeno eliminado junto com a mesma, sendo
um eficiente mecanismo de resisténcia. Porem, em condicdo de monocultivo e alta
densidade de inoculo, a planta perde suas folhas por inteiro e isso inviabiliza sua
producao.

c) Tilose
Microrganismos patogénicos habitantes de xilema colonizam a planta
crescendo internamente nestas estruturas, que apresentam a caracteristica de ser

Scientia Agraria Paranaenis
Volume 10, nimero 1 - 2011, p 18-46.



34

formada por células lenhosas que ndo apresentam atividade celular, servindo apenas
como canais de agua e nutrientes para a parte aérea. Esta caracteristica torna este
ambiente favordvel a microrganismos que possuem a habilidade de degradar tecido
lenhoso, sendo rapidamente disseminados pelo préprio fluxo de 4gua ascendente. Uma
vez que ndo ha atividade celular, qualquer mecanismo de defesa teria que ser produzido
nas células do parénquima. Tiloses sdo projecGes do protoplasto de células do
parénquima que crescem a partir dos plasmodesmas, ocupando o espaco da seiva no
xilema. Esse fenbmeno é estimulado por ferimentos, estresses hidricos e presenca de
microrganismos patogénicos, interrompendo o fluxo da seiva e, consequentemente,
interrompendo o avanco de patdgenos pelo xilema (SUN et al., 2008). A seiva
naturalmente encontra caminho pelos plasmodesmas conectados com outro vaso do
xilema, mantendo o fluxo, enquanto que o patdégeno ndo consegue transitar pelos
plasmodesmas devido a reduzida dimensdo destas conexdes. Cultivares de algodao
resistentes a Verticilium albo-atrum apresentam maio ndmero de tiloses do que as
sucetiveis (PASCHOLATI & LEITE, 1995) e o mesmo acontece com cultivares de
banana resistentes a Fusarium oxysporum f. sp. cubense (VANDER MOLEN et al.,
1987).

d) Deposicéao de gel

Varios tipos de geis e gomas sdo produzidos por diversas plantas proximo as
lesbes causadas por patdgenos ou injurias (AGRIOS, 2005). Como mecanismo de
resisténcia algumas plantas depositam gel, composto de pectinas produzidas nas células
do parénquima adjacentes aos vasos do xilema. Este gel ocupa o Iimen do xilema
impedindo o fluxo de seiva, incluindo deposi¢do nas pontuagdes, evitando a passagem
de agua pelas mesmas préximo a area afetada (SUN et al., 2008). Além de barreira
mecénica, compostos antimicrobianos estdo dissolvidos neste gel, servindo como
barreira quimica. Este tipo de barreira é observada em videira em situacdes de ataque de
patdgenos vasculares e especialmente por ferimentos, comum em época de poda.

e) Cristais de hesperidinas

Hesperidinas sdo flavonodides glicosidicos produzidos nas células do
parénquima adjacente aos vasos e liberados no Iumen do xilema sendo cristalizados
neste espaco e formando agulhas de cristais que ocasionam obstrucdo do xilema. Este
fendmeno foi observado em vasos do xilema de folhas de citros infectados por Xillela
fastidiosa (ALVES et al., 2009). Nao esta totalmente claro ainda se o efeito protetor esta
na formacdo dos cristais como barreira fisica, no entanto, flavonoides glicosidios
apresentam acao tdxica contra microrganismos, e se porventura o patogeno lancar méo
de enzimas para degradar os cristais, substancias toxicas podem ser liberadas.

5. Inducdo de resisténcia

A inducdo de resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesa latentes
existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou abioticos
(BONALDO et al, 2005; CAVALCANTI et al., 2005a,b;). Estes mecanismos latentes
referem-se as defesas bioquimicas e estruturais pos-formadas discutidas anteriormente.
Os agentes indutores capazes de ativar ou induzir qualquer resposta de resisténcia nas
plantas sdo chamados de elicitores (SMITH, 1996), podendo apresentar natureza
quimica variada, como oligossacarideos, glicoproteinas, oligopeptideos ou acidos
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graxos, 0 que demonstra a ndo existéncia de caracteristica estrutural Unica na
determinacéo da atividade elicitora (STANGARLIN et al., 1999).

A ativacdo das defesas das plantas pode ocorrer a partir da elicitacdo por
compostos presentes em extratos de plantas (KUHN et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2006), preparacdes de cogumelos (DI PIERO et al., 2005; VIECELLI et al., 2009 e
2010; TOILLIER et al., 2010), preparacbes de leveduras (STANGARLIN &
PASCHOLATI, 1994; STANGARLIN et al., 2010), exopolissacarideos bacterianos
(CASTRO & BACH, 2004), rizobactérias promotoras de crescimento (SILVA, 2002),
fungos promotores de crescimento (MADI & KATAN, 1998), e ainda racas ndo
virulentas do patégeno (MONOT et al., 2002), além do proprio patégeno inativado pelo
calor (BACH et al., 2003). Pode-se ainda utilizar elicitores quimicos ou fisicos, como
silicio (Si) (CHERIF et al., 1994), acido salicilico (AS) (CIPOLLINI, 2002), 4cido D-L-
aminobutirico (BABA) (ZIMMERLI et al., 2000), quitosana (SATHIYABAMA &
BALASUBRAMANIAN, 1998), cloreto férrico, fosfato de potassio dibasico (BECOT
et al., 2000), acibenzolar-S-metil (ASM) (DIETRICH et al., 2005), acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA) (BESSER et al., 2000), fosfato de potassio monobésico
(REUVENI et al., 2000), acido jasmonico (AJ) (CIPOLLINI, 2002), metil jasmonato
(MeJa) (HEIJARI et al 2005), sacarina (BOYLE & WALTRERS, 2005a, b), &cidos
graxos (COQUOZ et al.,, 1995) ou luz em comprimentos de onda especificos
(KHANAM et al. 2005) e medicamentos homeopaticos (TOLEDO, 2009).

Portanto, a resisténcia induzida consiste no aumento da resisténcia por meio da
utilizacdo de agentes externos, sem qualquer alteragdo no genoma da planta
(STADNIK, 2000), isso ocorrendo de maneira ndo especifica por meio da ativacdo de
genes envolvidos em diversas respostas de defesa, tais como explosfes oxidativas
(LAMB & DIXON, 1997), respostas de hipersensibilidade (ZIMMERLI et al., 2000),
acumulo de Proteinas-RP como peroxidases, quitinases e p-1,3-glucanases (CABELO et
al., 1994; IURKIV et al., 2006a), sintese de inibidores de proteinases (IP) (ZAVALA et
al., 2004), enzimas envolvidas na rota dos fenilpropandides, como a fenilalanina
amonia-liase (FAL), chalcona isomerase (CHI), chalcona sintase (CHS) (WEN et al.,
2005), cinamil &lcool desidrogenase (CAD) (STADNIK & BUCHENAUER, 2000),
polifenol oxidase (PFO) (THALER et al., 2001) e enzimas envolvidas na peroxidacao
de lipidios, como a lipoxigenase (LOX) (BUZI et al., 2004), sintese de fitoalexinas
(LATUNDE-DADA & LUCAS, 2001), acumulo de compostos fendlicos
(HAMMERSCHMIDT, 2005 a,b), aumentos na atividade de p-1,3-glucana sintase e
conseqiente aumento na formacgédo de calose (STADNIK & BUCHENAUER, 2000),
bem como o acumulo de lignina em tecidos circunvizinhos ao local de penetracdo do
microrganismo (IURKIV et al., 2006b).
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