Imunidade inata e especifica em plantas

Innate and specific immunity in plants
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Resumo

Plantas e animais s@o capazes de reconhecer e distinguir entre estruturas moleculares proprias e
ndo-proprias. Estudos recentes nas relagdes hospedeiro-parasitas t€ém exposto mecanismos comuns
e contrastantes de resisténcia do hospedeiro tanto em animais como em plantas. Algumas estruturas
e estratégias de defesa filogeneticamente antigas tém sido mantidas por desenvolvimento paralelo,
enquanto varias outras emergiram mais recentemente durante a filogénese. Embora desprovidas de
moléculas de imunoglobulina, células circulantes e processo de fagocitose, as plantas utilizam com
sucesso varias defesas fisicas e quimicas pré-formadas, bem como induzem estratégias de imunidade
adaptativa. Esta revisdo apresenta a evoluga@o recente nos estudo de aspectos de imunidade comparada,
presentes em animais e as plantas.
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Abstract

Plants and animals are able to recognize and distinguish between self and non-self molecular structures.
Recent studies concerning host-parasite relations have presented the common and contrasting
mechanisms of host resistance in both plants and animals. Some phylogenetically old defense structures
and strategies have been maintained by means of parallel development, while several others have emerged
more recently during phylogenesis. Although lacking immunoglobulin molecules, circulating cells and
phagocytosis process, plants successfully use several pre-established physical and chemical defenses as
well as induce adaptive-immune response strategies. This review presents recent developments in the
study of comparative immunity aspects that are present in animals and plants.
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Introducao

Durante os ultimos 20 anos, uma boa parcela de
imunologistas tem mudado o foco de sua atencao,
dos mecanismos de imunidade adaptativa, para
os mecanismos de imunidade inata (DOHERTY;
O’FARRELLY, 2000). Essa mudanga no foco da
imunologia reflete a importancia que os mecanismos
e estratégias envolvidos na imunidade inata vém
adquirindo para a melhor compreensdo da satde
humana, e mesmo para sua manutencdo (SCOTET,
et al., 2008).

Muitos componentes da imunidade inata
antecedem os mecanismos de imunidade adaptativa,
ndo apenas na ontogenia, como também na filogenia

(LEULIER; LEMAITRE, 2008).

O recente aumento no nimero de estudos acerca
dos mecanismos de defesa de outros organismos
vivos reflete o interesse dos biologistas em melhor
entender o que somos atualmente, baseados no
que ja fomos no passado evolutivo (MENEZES;
JARED, 2002).

A concep¢do de passividade
interferéncias ambientais, atribuida as plantas, vem

frente as
sendo revista desde o final do século XIX, quando
se iniciaram os estudos de defesa das plantas frente
a agentes estranhos. Esta idéia de passividade tem
sido drasticamente modificada nas ultimas duas
décadas, periodo em que se intensificam os estudos
acerca da sinalizagdo que ocorre entre plantas e
insetos, entre plantas de mesma espécie e entre
plantas de espécies distintas.

O interesse econdmico e social em elevar a
producdo de alimentos agricolas, oriundo da recente
explosdo populacional humana que vem ocorrendo
na Terra, tem direcionado grandes investimentos
para pesquisa ¢ estudos acerca dos mecanismos
naturais de defesa dos vegetais contra pestes e
patogenos. O foco nos estudos em imunidade em
plantas nao incide apenas sobre o &mbito econdmico,
tem interesses no ambito bioldgico. A identificacdo
e caracterizacdo de diferentes estratégias de defesa
tém estimulado alguns biologistas a procurar tragar

um paralelismo entre os sistemas imunes de animais
e vegetais (IRITI; FAORO, 2007, MCDOWELL,;
SIMON, 2008; STASKAWICZ et al., 2001).

Para sobreviver durante cerca de 500 milhdes de
anos de historia evolutiva, esses organismos, sésseis
e aparentemente inaptos a responderem a estimulos,
desenvolveram e aperfeigoaram um extraordinario
mecanismo de defesa (MENEZES; JARED, 2002).

Imunidade e plantas

Desde o classico trabalho de Metchnikoff,
em 1887,
microorganismos invasores tem sido reconhecido
como um competente fenomeno geral de defesa
de todos os animais. Macrofagos sdo as células
fagociticas mais bem estudadas dentre as células do

o processo de fagocitose contra

sistema imune de vertebrados.

Apesar de ndo possuirem células circulantes nem
apresentarem o processo de fagocitose, as plantas
possuem um complexo e eficiente sistema imune
(RAIRDAN; MOFFETT, 2007).

A capacidade das plantas em resistir a uma
infec¢do, recuperar-se de doengas e evitar futuras
infecgdes por esse mesmo organismo foireconhecida
e relatada por diversos botanicos nos finais do
século XIX e inicio do XX, concomitante aos
estudos de imunologia em animais. Esta capacidade
das plantas em responder a infec¢des subseqiientes
por um mesmo microorganismo era denominada
de “vacinagdo de plantas” (CHESTER, 1933), ou
“imunizagdo” (KOTHARI; PATEL, 2004) ou,
mais recentemente, denominada por Resisténcia
Sistémica Adquirida — SAR (VLOT; KLESSIG;
PARK, 2008).

Uma eficiente captura de luz solar é essencial
para a fotossintese, porém expde a planta aos danos
da radiagdo UV. O acumulo de carboidratos prové a
planta de uma auto-suficiéncia metabolica, porém
seus tecidos de armazenamento alvos primarios
para centenas de organismos heterotroficos, desde
até mamiferos

microorganismos  patogénicos
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herbivoros. Mesmo dentro da prépria comunidade
de plantas existe uma constante competi¢do por
recursos, como luz solar, agua, minerais ou vetores
de polinizagdo e dispersao.

Estima-se (JENSEN, 1986) que, pelo menos,
60% da biomassa total de uma planta compreendam
moléculas que atravessaram a via chiquimato, que
leva a producdo tanto dos aminoacidos triptofano,
fenilalanina e tirosina, precursores de proteinas
(metabolismo primario), como compostos fenolicos,
alcaldides e glicosideos cianogénicos (metabolismo
secundario). A fenilalanina ¢ tanto um precursor
para a sintese de fenilpropandides tais como
lignina, flavonoéides e taninos, como um aminoacido
essencial para a sintese de proteinas (SHADLE, et.
al., 2003).

O crescimento das plantas ¢ diretamente

dependente da sintese de proteinas para a
manufatura de enzimas fotossintéticas, biosintéticas
e regulatorias, bem como proteinas estruturais.
Portanto, num certo sentido, a sintese de alcaldides
e compostos fendlicos utilizados nos processos
de defesa compete diretamente com a sintese de

proteinas e, conseqiientemente, com o crescimento

(LINDSEY; YEOMAN, 1983; HEGNAUER,
1988).
Embora os compostos resultantes do

metabolismo secundario estejam envolvidos em
diversos processos fisiologicos, o seu principal papel
reside na sua participacdo nos processos de defesa
(WHITTAKER; FEENY, 1971; HARBORNE,
1986). Assim como nos animais, duas principais
estratégias de defesa podem ser caracterizadas
nos vegetais, as defesas pré-formadas e as
defesas induzidas (AGRIOS, 1988). Assim como
nos animais, a distingdo exata entre essas duas
grandes estratégias em alguns momentos ¢ dificil
de ser realizada, pois sdo processos fisiologicos
continuos.

Defesas pré-formadas

Estruturas celulares e teciduais, bem como
compostos quimicos, podem atuar como barreiras
contra microorganismos invasores.

Para serem consideradas agentes de defesa
“pré-formadas” ou “constitutivas” relevantes, essas
estruturas ou compostos deverdo estar em forma
disponibilizada e em concentragdo suficiente, para
apresentar um efeito negativo no crescimento,
desenvolvimento e sobrevivéncia do organismo
espoliador. Necessitam, também, ocorrer em células
ou tecidos que ainda ndo entraram em contato com
o microorganismo invasor (RAIRDAN; MOFFETT,
2007).

As células vegetais sdo envolvidas por uma
parede celular, cuja estrutura basica ¢ composta de
material polimérico, intercalado com celulose. Essas
paredes celulares contem variadas quantidades de
lignina, um polimero fenodlico hidrofobico. Nas
partes aéreas das plantas, formando um sistema
de revestimento das folhas, a parede celular esta
coberta por uma cuticula impermeével constituida de
cutina, um poliéster de acidos graxos hidroxilados.
Em dicotiledoneas ocorre ainda uma rede de
glicoproteinas transpassando a parede celular
(CASSAB; VARNER, 1988).

A parede celular fornece uma barreira estrutural
contra microorganismos espoliadores, ndo apenas
em células vivas. Quando as células morrem,
suas paredes serdo mantidas como constituintes
da estrutura vegetal, revestindo e protegendo os
troncos, galhos e raizes. Em tecidos internos,
constituem as paredes dos vasos condutores de seiva
e o aerénquima, tecido de flutuagdo contendo ar.

A formagdo da casca nas plantas em muito se
assemelha aos sistemas tegumentares de outros seres
vivos, seja a pele dos vertebrados com camadas de
queratina ou o exoesqueleto dos artropodes com suas
camadas de quitina (CLOUDSLEY-THOMPSON,
1988).
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A destruicdo da parede celular, seja mecanica ou
enzimatica, facilita a entrada de microorganismos
nos tecidos subjacentes.

Diversos patogenos que podem penetrar no
hospedeiro atravessando a epiderme das plantas
apresentam a caracteristica de secretar cutinase.
In vivo essa enzima ¢ produzida no sitio de
penetracdo e apenas durante um limitado periodo de
tempo, o que torna dificil a sua deteccdo in vitro
(KOLATUKUDY, 1985).

Microorganismos como Mycosphaerella sp., em
condigOes naturais, podem apenas causar doencas
quando penetram nos frutos através de escoriagdes
nas suas superficies. Quando esse microorganismo
¢ alterado geneticamente pela introdugdo do gene de
cutinase em seu genoma, torna-se habil a atravessar
a superficie intacta dos frutos. Nessa ultima situagao,
a infeccdo pode ser bloqueada com a aplicagdo de
anticorpos anti-cutinase na superficie dos frutos
(DICKMAN; PODILA; KOLATUKUDY, 1989).

Outro composto constituinte da parede celular
que possui fungdo de defesa é a pectina. Muitos
microorganismos que conseguem atravessar a parede
celular produzem pectinase, entre outras enzimas
hidroliticas. A delecdo de genes para pectato ligase
na bactéria Erwinia chrysanthemi resultou em uma
significante perda da sua viruléncia (BOCCARA et
al., 1988; REID; COLLMER, 1987). A importancia
dos compostos pécticos na parede celular como
barreira pode ser ressaltada pela presenca de
inibidores de pectinase microbiana na propria
parede celular (LAFITTE et al., 1984; LORENZO
et al., 1990).

Para as trocas entre os tecidos internos e o
ambiente aéreo, as plantas se utilizam de aberturas
naturais em sua superficie. Apesar de ndo serem
constatadas evidéncias diretas, possivelmente o
tamanho, nimero ¢ localizagdo dos estdmatos,
hidatodios, lenticelas e pneumatddios possam
contribuir para a resisténcia das plantas a agentes
microbianos.

Toxinas

Todos os compostos sejam de plantas ou
animais, que apresentam um efeito negativo sobre o
desenvolvimento, crescimento ou sobrevivéncia de
outro organismo, pode ser visto como uma toxina.
O mecanismo de agdo de algumas toxinas de plantas
sdo bem conhecidos, como das saponinas, que
desagregam as membranas celulares (OSBOURN,
1996). O cianeto liberado na decomposicdo de
glicosideos cianogénicos, armazenados em diversos
tecidos vegetais, inibe a respiracdo celular de
diversos espoliadores de plantas (JONES, 1998). Os
cardenolideos sao inibidores especificos de Na/K-
ATPase (REPKE; PORTIUS, 1984).

A morfina, com seu conhecido efeito analgésico,
¢ acumulada na papoula Papaver sonniferum, tem
um pronunciado efeito no sistema nervoso central
de herbivoros, e apresenta também uma atividade de
defesa contra patdgenos. As peroxidases e moléculas
de H,O,, oriundas da cascata oxidativa desencadeada
com o ataque de um patdgeno, convertem a morfina
acumulada em biamorfina que se liga as moléculas
de pectina da parede celular, tornando-a resistente a
acdo da pectinase liberada pelos agentes patogénicos
(MORIMOTO et al., 2001).

O armazenamento de toxinas nas plantas ¢
estrategicamente
acumulam toxinas em ductos resiniferos e laticiferos
ou em tricomas glandulares (DUSSOURD; HOYLE,
2000; HALLAHAN, 2000), de tal forma que estas
toxinas sejam liberadas em grandes quantidades
imediatamente ap6s a ruptura dessas estruturas,
seja em decorréncia do ataque de um herbivoro, de

localizado. Algumas plantas

movimento na superficie da planta ou do crescimento
de um patogeno.

Além da habilidade em sintetizar distintas
estruturas quimicas, com atividades de defesa
individuais, encontram-se misturas complexas
como resinas e 6leos essenciais, ricos em terpenos.
Nessas misturas, a semelhanca do que acontece

na hemolinfa dos invertebrados e no plasma dos
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vertebrados, as acdes de distintos compostos de
defesa podem ser sinergisticamente potencializadas
por interagdes moleculares e fisiologicas.

Um
demonstrado em ensaios in vitro com o patégeno
de batata Clavibacter michiganensis (SEGURA et
al., 1999). Em ensaios independentes, o peptideo

tipico fendmeno de sinergismo foi

snakina-1, expressado principalmente em tubérculos
e orgdos reprodutivos de batata, apresentou o
mesmo poder de inibi¢do da PTH1, uma defensina
(peptideo de defesa induzido). Quando os ensaios
foram realizados com a adi¢do simultinea dos dois
peptideos ao meio de cultura, o poder de inibi¢cdo da
mistura foi acima dos 100% esperados.

Desconhecem-se quais 0os mecanismos precisos
envolvidos nessas atividades sinergisticas, mas
pressupde-se que a atividade
compostos possa aumentar a absor¢do do outro, ou
mesmo que um deles tenha a habilidade de inibir
a destoxicagdo do outro composto (ZANGERL;
STANLEY; BERENBAUM, 2008).

Dois
produgdo de toxinas pelas plantas. O primeiro ¢

de um desses

grandes problemas emergem com a

a necessidade de conviver com estes compostos
toxicos. Eles devem ser sintetizados e estocados
e, portanto, apresentam um perigo para as proprias
plantas produtoras.

A segunda questdo é a do investimento energético
para a defesa. Os limitados recursos nutricionais
disponiveis para esses organismos sésseis deverdao
ser distribuidos entre o metabolismo de crescimento
e o0 metabolismo de defesa, ou em outras palavras,
as plantas necessitam optar entre o seu crescimento
e a sua defesa.

No primeiro problema, uma estratégia para evitar
a toxicidade de seu arsenal quimico de defesa ¢ a
de armazenar as toxinas em forma de precursores
inativos. Em plantas da ordem Capparales, as
moléculas de glucosinolase, um ciano-glicosideo,
estdo compartimentalizadas separadamente, mas
justapostas a células contendo estoques de moléculas
dethioglucosidase mirosinase,aenzimaquehidrolisa

o glicosideo liberando isothiocianato téxico (RASK
et al.,, 2000; WITTSTOCK; HALKIER, 2000). A
ruptura da parede celular pelo espoliador promove
a combinagdo dos dois compartimentos, ativando
assim a toxina.

EstudosemdArabidopsisthaliana(KOROLEVAet
al., 2000; ANDREASSON et al., 2001) indicam que
as “S-cells”, células ricas em compostos sulfuricos,
situadas na haste floral, entre o floema e a epiderme,
contém altas concentracdes de glucosinolatos. Ja
as moléculas de mirosinases estdo localizadas nas
células do parénquima, adjacentes ao floema. Os
danos em torno do floema colocam em contato as
moléculas de mirosinases e glucosinolatos e esses
ultimos s3o irreversivelmente hidrolisados em
agliconas instaveis. Essas agliconas sdo, por sua vez,
rearranjadas em diversos compostos biologicamente
ativos, principalmente isothiocianatos e nitrilos.

Apds a ativagdo e liberacdo das toxinas, a
subseqiiente
inativagdo dos compostos ativos residuais. No caso

necessidade sera a remogao ou
acima, catalises por meio de metiltransferases e
nitilases, respectivamente, seriam as responsaveis
pela destoxicagdo da planta, subseqiiente ao ataque
do espoliador (ATTIEH; SPARACE; SAINI, 2000;
VON RAD et al., 2001).

Outra
toxinas refere-se as plantas circunvizinhas daquela

situacdo pertinente a liberagdo de
atacada. As toxinas benzoxazinoides, encontradas
principalmente em gramineas, sdo outra classe de
glicosideos que sdo ativados apds uma danificagdo
tecidual (SICKER et al., 2000). Um D-glicosidio
inativo pode ser hidrolisado na fitotoxina aglicana
DIBOA (2,4-dihidroxi-1,4-benzoxazin-3-1) e na
sua forma metilada DIMBOA (VOLOSHCHUK
et al., 2007). No milho (VON RAD et al., 2001),
a catalise da DIBOA e da DIMBOA ¢ efetuada
por duas enzimas glucosiltransferases, codificadas
respectivamente pelos genes BXS8 e BX9, os quais
sdo ativados apos os niveis de DIBOA ¢ DINBOA
alcangarem um nivel toxico ao hospedeiro.

Espécies dicotiledoneas conseguem degradar
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as moléculas de benzoxazinoides, liberadas pelas
gramineas ao seu redor, por meio de reacdes de
hidroxilizacdo e N-glicosilagio (VOLOSHCHUK
et al., 2007).

Mesmo frente a estas toxinas produzidas pelas

plantas, diversos espoliadores especializados

desenvolveram  estratégias  bioquimicas e
comportamentais que lhes possibilita evitar o efeito

dessas toxinas.

Estudos mais acurados foram realizados com
larvas de lepidopteros dos géneros Papileo e
Helicovespa(COHEN; SCHULER; BERENBAUM,
1992; MAetal., 1994). Ametabolizagdo de moléculas
toxicas de furocoumarina que ocorrem em plantas
das familias Apiaceae ¢ Rutaceae ¢ realizada por
moléculas de citocromo P450s, encontradas nesses
insetos. Quanto mais especializados forem esses
herbivoros, maior a expressdo de citocromo P450s
nesses insetos.

Alguns fungos patogénicos sdo capazes de
metabolizar a saponina de seus hospedeiros
(OSBOURN, 1996). A planta Avena sativa quando
atacada pelo fungo Stagonospora avenae, responde
com a produgdo de um composto antifingico
derivado da saponina, o 26-desglucoavenacosideo.
Em contrapartida, o fungo responde com a producao
de trés enzimas hidroliticas, uma o-ramnosidase e
duas B-glucosidases, resultando numa acentuada
redugdo da atividade antifingica da planta
(MORRISSEY; WUBBEN; OSBOURN, 2000).

Defesas induzidas

Compostos com fungdo defensiva sempre
acarretam custos as plantas, pois deslocam e
consomem recursos para sua biossintese. Nos
casos de defesa constitutiva, esses custos sdo pagos

mesmo sem o ataque do patogeno.

Por serem em geral toxicos para as proprias
plantas produtoras, elas necessitam ao mesmo
tempo, investir em mecanismos de controle dessa
toxicidade. Uma estratégia para a reducdo desses

custos de defesa é sintetizar os compostos de
defesa somente apds o ataque inicial do patégeno
ou herbivoro. Certamente essa estratégia pode ser
arriscada, pois o ataque pode ser rapido ou severo o
suficiente para que ndo haja tempo de resposta por
parte da planta.

Comparada a resisténcia constitutiva, a defesa
induzida em plantas implica um baixo custo de
defesa, mas, presumivelmente, também um alto
custo de herbivoria, desde que um dano inicial ¢
requerido para a indugao.

Defesasinduzidas podem serdefinidas de maneira
generalistica, como sendo alteragdes fenotipicas
elicitadas diretamente pela agdo de agentes bidticos.
Essas alteragdes geralmente sdo capazes de reduzir
o efeito de um subseqiiente ataque por parte deste
agente especifico, assemelhando-se 2 memoria do
sistema imune dos vertebrados.

As
reconhecimento do agente agressor e a ativacao

defesas induzidas se iniciam pelo
de genes especificos, cujos produtos irdo interferir
em vias metabolicas distintas, mas que, ao final,
resultardo na formacdo de barreiras bioquimicas
e barreiras fisicas ou estruturais, que reduzirdo a
eficiéncia do agente espoliador. Essa indug¢do pode
ocorrer no local da infeccdo, sistemicamente ou

mesmo em ambas as situagdes.

Reforco da parede celular

Além de polissacarideos e proteinas, as paredes
celulares contém lignina, um complexo polimero
fenolico hidrofobico, resistente a degradagdo
microbiana. O espessamento da parede celular,
por meio da incrustacdo de lignina, ¢ induzido
localmente por varios fungos patogénicos (KIRT,

1971).

A composi¢do da lignina induzida em resposta
a um agente agressor ¢ marcadamente diferente da
encontrada na planta ndo infectada. Em raizes do
rabanete japonés, a forma de lignina encontrada
em suas paredes celulares ¢ a da guaiacil-
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siringil lignina. Apo6s a infecgdo com o fungo
Peronospora parasitica, ocorre uma substitui¢ao
desta forma nativa por lignina enriquecida com
p-hidroxifenilpropano e guaiacilpropano (ASADA;
MATSUMOTO, 1971). Alteragdes na composicao
da lignina depositada na parede celular sdo também
observadas apos infecgdes experimentais em batata
(HAMMERSCHMIDT, 1999), trigo (RIDE, 1975)
e meldo (TOUZE; ROSSIGNOL, 1977).

Utilizando-se dos precursores radioativos de
lignina, fenilalanina e 4cido cinamico (DEAN;
KUC, 1987), foram possiveis observar uma rapida
assimilacdo destes compostos apds infecgoes
experimentais em abdbora. Nesses experimentos
também se verificouque aaceleragdonaincorporagao
dos precursores de lignina se fazia tanto no local da

infecgdo como sistemicamente.

Paralelamente & deposicdo induzida de lignina,
ocorre um aumento na presenca de glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina (HPRGs) (CORBIN;
SAUER; LAMB, 1987; MAZAU; ESQUERRE-
TUGAYE, 1986). Os genes que codificam HPRGs
pertencem a uma familia génica cuja regulacao
depende da interagdo com o patégeno. Embora ainda
de fun¢ao desconhecida, supde-se que os locais ricos
em HPRGs correspondam a sitios sinalizadores para
a lignificacdo (CORBIN; SAUER; LAMB, 1987).

Oclusao de vasos

A oclusdo de vasos, tanto do xilema como
do
estabelecimento de microorganismos nestes locais.

floema, podem ocorrer em resposta ao
Estas oclusdes podem ser acarretadas pelo acimulo
de géis e gomas ou por formacao de tiloses. Estas
ultimas sdo protusdes das paredes celulares do
parénquima vascular, que penetram no limem dos
elementos de vaso.

Em carvalhos e elmos (JACOBI; MCDONALD,
1980), a rapida formagao de tiloses é um importante
fator de resisténcia do hospedeiro, que circunscreve
os patdgenos e seus esporos. A oclusdo vascular

através do acumulo localizado de goma, também
limita a dispersdo da Xillela fastidiosa, causadora
da Doenga de Pierse em videiras ¢ na Doenga
do Amarelinho na laranja (MOLLENHAUER;
HOPKINS, 1976).

Essa obstrucdo no sistema de transporte da planta
pode acarretar efeitos deletérios ao hospedeiro,
diminuindo a produg¢do de frutos ou mesmo
provocando a morte. Situa¢des semelhantes sdo bem
conhecidas em humanos, onde a resposta do sistema
imune acarreta danos colaterais ao hospedeiro,
como no caso da Elefantiase,
Schistosomose.

Cisticercose ¢

Resposta hipersensitiva

Uma importante estratégia do sistema imune de
plantas é denominada de resposta hipersensitiva ou
HR, que consiste na inducdo de morte celular no
local da infec¢do (GREENBERG, 1996). Diversos
genes envolvidos na cascata de inducdo de morte
celular foram identificados em plantas ¢ apresentam
homologia com genes humanos, também envolvidos
neste fenomeno de morte celular (ARAVIND;
DIXIT; KOONIN, 1999).

A conseqiiéncia da morte celular localizada
¢ a restricdo de nutrientes e agua ao patogeno,
circunscrevendo desta maneira o espectro de agdo
do microorganismo. Essa é uma resposta de defesa
principalmente contra virus, embora também ocorra
contra bactérias e fungos.

Diversos estudos indicam que a danificagdo
da membrana citoplasmatica do hospedeiro seja o
primeiro evento que dispara a reagdo de HR. Em
culturas celulares de tabaco, quando em presenca
de Pseudomonas syringae, foi evidenciado um
aumento no fluxo H+/K+ pelas membranas
das (ATKINSON; HUANG; KNOPP,
1985). Em experimentos com feijdo, utilizando-
se de uma linhagem Tn5 de P. syringae, que nao
possuia a caracteristica de induzir HR, nao foi
também observada alteracdes no influxo H+/K+

células
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na membrana celular dessas células (ATKINSON;
BAKER, 1989).

Galhas

Quando alguns insetos, nematodas ou bactérias
se alojam em uma planta hospedeira pode ocorrer a
formagao de galhas. Estas podem ser definidas como
nichos onde populacdes de parasitos sobrevivem
dentro de condigdes metabdlicas especiais.

Galhas induzidas por seis diferentes espécies de
vespasdo género Pantaniaemseisdiferentes espécies
de carvalho induziram a produgdo de 36 compostos
fenolicos distintos, que ndo sdo detectados em folhas
de carvalho ndo infestadas (NYMAN; JULKUNEN-
TITTO, 2000). Esses compostos quimicos de defesa
induzidas se acumulam no tecido da galha, mas nem
sempre impedem que esses insetos completem parte
de seus ciclos de vida na planta, eclodindo no estado
adulto.

Algumas bactérias, dentre elas a micobactéria
Rhodococcus fascians, apresentam a propriedade
de formar galhas em folhas. Essa capacidade
tumorigénica de R. fascians em induzir a formag&o
de galha est4 relacionada com alteragdes hormonais
locais no hospedeiro, como queda nos niveis de
auxina e aumento nos niveis de AIA (GOETHALS
et al., 2001). Embora histologicamente diferente de
outras galhas causadas por outras bactérias, todas
elas tem em comum a caracteristica de inibir a
produgdo de compostos fenolicos de defesa pelo
hospedeiro (GOETHALS et al., 2001).

Nematoides de diversos géneros podem espoliar
externa ou internamente raizes de diversas plantas.
Quando nematodas endoparasitas interagem com o
hospedeiro, eles induzem a formagao de um “sitio
de alimenta¢do do nematoda”, ou NFS (FAVERY
et al.,, 1998). Nessas estruturas, os parasitos sdao
capazes de induzir a desdiferenciacdo de células
da raiz e alimentar-se das mesmas. As secrecdes
glandulares de vermes Meloidogyne spp. promovem
a formagdo de células gigantes. Ja individuos das

espécies Heterodera spp. e Globodera spp. induzem
nesses NFSs a formacdo de sincicios, oriundos de
até 200 células (HUSSEY, 1989). Em adigdo ao
nucleo alimentar, esses nematodas também induzem
a divisdo de células corticais em torno dos NFSs,
formando um tipico “né de raiz”.

Analises comparativas na expressdo diferencial
de genes em plantas resistentes e plantas infectadas
tornaram possivel identificar diversos genes de
resisténcia a nematodas (NIEBEL et al., 1996;
LAMBERT et al.,, 1999). Em algumas plantas
como tomate, esses mesmos genes podem também
ser ativados pela inoculagdo de certas bactérias ou
micorrizas.

Fitoalexinas

Em 1911 o botanico francés Noel Bernard
observou que plantas podiam produzir substincias
antifingicas especificas, formadas apos a infec¢do
por fungos. Ele verificou que o tubérculo de duas
espécies de orquideas (Orchis morio e Loroglossum
hircinum) desenvolvia resisténcia a futuras
inoculagdes, apds terem sido previamente infectadas
pelo fungo Rhizoctomia repens. Ao aplicar sobre o
meio agar os fragmentos de tubérculos infectados
e, posteriormente, inocular o fungo sobre o meio,
Bernard observou que o tecido vegetal infectado
produzia um inibidor de crescimento do fungo
e que este se difundia no meio. Entretanto, os
compostos envolvidos nesta resposta imune so
foram identificados algumas décadas mais tarde

(VANETTEN; TEMPORINI; WASMANN, 2001).

Em 1941,
e Borger, observaram o mesmo fendmeno em

dois botanicos alemdes Miiller

tubérculos de batata infectados por Phytophthora
infestans e denominaram estas substincias induzidas
de “fitoalexinas” (putov = planta; aieelv = em
defesa) e as definiram como “compostos quimicos
produzidos como resultado da invasdo de células
vivas por parasitos”. Essa definicdo tem sido
frequentemente modificada ¢ hoje se aceita que
sejam compostos de baixo peso molecular que
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atuem como antibidticos restritos ao local de
ataque do patdégeno e induzidos tanto por fatores
bidticos como em resposta a fatores quimicos e
ambientais (HAMMERSCHMIDT, 1999). Cerca
de 300 diferentes metabolicos secundarios sao
denominadas de fitoalexinas, ndo se aplicando este
termo a peptideos antifungos ou outras proteinas
produzidas pelas plantas.

Defensinas

Uma familiade moléculas que, mais recentemente
vém chamando a ateng@o dos pesquisadores da area,
compreende as defensinas. Esses pequenos peptideos
cationicos (~ 5 kDa), ricos em cisteina, podem inibir
diretamente o crescimento de microorganismos, bem
como indiretamente, estimular o sistema imune do
hospedeiro. O fato de estarem presente em plantas,
insetos e vertebrados (STEGEMANN et al., 2009),
faz pressupor que seja uma das estratégias de defesa
mais antigas dentre os organismos multicelulares.

Esta ampla distribuicdo na natureza, associada
propriedades
fazem destas moléculas o foco de investigacdes

as suas multiplas funcionais,
bioquimicas, visando a finalidades terapéuticas

(SANG; BLECHA, 2008).

Resposta integrada de defesa da planta
contra a infecciio do patéogeno

Nas interacdes incompativeis planta-patdégeno,
os danos causados pelo patdégeno sdo restringidos
devido aos processos de imunidade da planta.
Esses processos implicam a coordenagdo de sinais
moleculares que ativam regides do genoma da
planta, para a transcricdo final de um grupo de
proteinas novas denominadas coletivamente de
“pathogenesis-related proteins”, ou PRs.

Essas PRs, além de serem produzidas no local
da infeccdo, sdo também induzidas sistemicamente,
tomando parte ativa na eliminagdo do agente
patogénico e no desenvolvimento da Resisténcia

Sistémica Adquirida, ou SAR, contra futuros ataques
desse patogeno.

A SAR esta associada com a indu¢do no
aumento de niveis de proteinas, bem como de outros
compostos como saponinas, melaninas, taninos,
alcaloides, NO (¢6xido nitrico), flavonodides, H,O,,
etc. (BELL; CHARLWOOD, 1980).

OamploespectrodoscompostosdaSAR promove
uma imunidade integrada e de longa memoria contra
o patogeno indutor, no local da infecgdo bem como
em tecidos ndo infectados. Infec¢des experimentais
algumas vezes resultam nesta resisténcia patogeno-
especifica (THOMPSON; BURDON, 1992), mas
a protecdo induzida pode ser também inespecifica
(ELLIS; DODDS; PRYOR, 2000).

A Dbase genética da imunidade em plantas
foi inicialmente proposta na década de 1940,
mais recentemente reformulada (FLOR, 1971)
e conhecido como modelo “Gene-for-Gene”. As
interacdes planta-patogeno, particularmente aquela
envolvendo parasitas biotroficos, sdo governadas
por interagdes especificas entre produtos génicos
do 16cus avr (aviruléncia) encontrados no patogeno
e por produtos do l6cus R (resisténcia a doenca),
encontrados nas plantas. Quando um alelo do 16cus
R esta presente na planta e o correspondente avr no
patogeno, especificamente esta planta resistird ao
patogeno. Entretanto, a ndo expressdo do R, seja
por auséncia ou inativagdo do alelo, acarretara a
doenca.

Este modelo pressupde que, para ocorrer a
interagdo genética planta-patogeno os produtos
R devam reconhecer o sinal avr e disparar uma
cadeia de eventos que culminem com a ativagdo da
resposta imune da planta e o conseqiiente controle
da espoliagdo do patdgeno.

Os genes R estdo envolvidos na resisténcia a
patdgenos, sejam virus, bactérias, fungos, nematodas
ou insetos. Embora o espectro dos patdogenos seja
extremamente amplo, o numero de genes R ¢
bastante reduzido. Mais de 30 genes de resisténcia
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a doencas foram isolados de diversas espécies de
plantas (HULBERT et al., 2001).

A maioria desses genes ¢ polimorfica e
expressam proteinas PR, cuja estrutura basica
apresenta uma regiao rica em seqiiéncias repetitivas
de leucina denominadas LRRs e outra regido
denominada NBS, por ser uma seqiiéncia que se liga
a nucleotideos. Em Arabidopsis cerca de 1% do seu
genoma compreende de genes R (YOUNG, 2000)
e o numero de seqiiéncias codificadoras de NBS-
LRR varia de 200 a 300 (MEYERS et al., 1999).
Em plantas de arroz, este valor estimado esta acima
de 1500 (MORRISSEY; WUBBEN; OSBOURN,
2000).

O dominio LRR ¢ encontrado em diversas
proteinas, tanto animais como vegetais, ¢ ¢ um
conhecido sitio de interagdo proteina-proteina
e proteina-carboidrato (JONES; JONES, 1997;
KAJAVA, 1998). Ja o dominio NB ¢ conservado.
A sua fungdo € conhecida em outras proteinas, onde
também ocorre, ¢ ¢ um dominio que pode se ligar a
moléculas de ATP ou GTP (SARASTE; SIBBALD;
WITTINGHOFER, 1990).

Diversas revisdoes t€m sido publicadas
ultimamente sobre a estrutura e fungdo desses genes
(DANGL et al., 1992; ELLIS; DODDS; PRYOR,
2000; ELLIS; JONES, 1998; HULBERT et al.,
2001). Do ponto de vista da biologia, um aspecto
interessante desses genes refere-se ao processo

evolutivo.

Muitas destas seqiiéncias génicas sdo encontradas
em invertebrados e vertebrados, codificando também
proteinas envolvidas nas respostas imunes destes
organismos, como no caso do 7o// em drosofilas
e mamiferos e os receptores de Interleucina-1 em
mamiferos (HULBERT et al., 2001). Certamente
essas homologias refletem um alto valor adaptativo
embutido nesses sinalizadores.

Alguns trabalhos recentes sugerem que o
polimorfismo dos genes R deva ter se originado
de de

mutagdes pontuais ¢ delegdes intragénicas, que

através duplicagdes génicas, seguidas

teriam levado a producgdo de seqiiéncias de DNA
divergentes (MALECK et al., 2002). Os blocos
ricos em leucina teriam se originado através de
duplicagdes intragénicas. Recombinagdes genéticas
entre alelos foram encontradas (ELLIS; DODDS;
PRYOR, 2000; HULBERT et al., 2001) e sugeridas
como mecanismo capazes de gerar novos alelos.

Certamente, as pressoes seletivas dos patogenos,
durante o decorrer da evolugdo das plantas, devam
ter direcionado para a diversidade dos genes R,
a0 mesmo tempo em que para a manutengdo da
especificidade observada hoje em dia.

Apesar das homologias genéticas observadas
entre animais e plantas, o que chama a atengao ¢ o
paralelismo observado entre plantas e animais com
respeito ao sistema imune adaptativo de ambos, o
que possibilita algumas formulagdes:

1° Tanto em camundongos (LEDER et al., 1974)
quanto em plantas, cerca de 1% do genoma esta
comprometido com a elabora¢do de proteinas que
protegem de forma especifica seus hospedeiros
contra patogenos: imunoglobulinas nos vertebrados,
e PRs nas plantas.

2° Para controlar a enorme diversidade de patogenos,
tanto os vertebrados como as plantas dispdem de um
sistema imune adaptativo composto por proteinas
com um extremo grau de diversidade estrutural,
mas restritas a poucas classes. Cinco classes de
imunoglobulinas para camundongos e cerca de
catorze classes de PRs para as plantas.

3° Os recentes estudos de evolugdo molecular, tanto
em plantas quanto em vertebrados, t€ém apontado
para o fato de que os eventos evolutivos que
ocorreram para a geracao de diversidade em PRs e
imunoglobulinas foram os mesmos:

I) duplicacGes de uma forma pré-existente;

II) ocorréncia de pequenas variagdes nas formas
duplicadas, decorrentes de eventos diferenciais;

III) incremento desta diversidade através de
recombinacoes.
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IV) a selecdo dessa diversidade através de
confrontamentos com o meio ambiente.

Sinalizadores da resposta imune

Os sinais precisos que levam ao estabelecimento
da SAR nio estdo ainda bem definidos, mas
estudos com plantas transgénicas indicam ter o
acido salicilico um papel central nos processos
de sinalizagdo (DELANEY et al., 1994). Algumas
plantas apo6s sofrerem alguma injuria, liberam
metilsalicilato, um derivado volatil do acido
salicilico que pode ser percebido por plantas
vizinhas da mesma espécie,
ativar seus mecanismos de defesa (SHULAEYV;
SILVERMAN; RASKIN, 1997; PARK et al.,
2007).

O 4cido jasmonico (REYMOND et al., 2000)
e o etileno (SIVASANKAR; SHELDRICK;
ROTHSTEIN, 2000) sao também importantes
moléculas sinalizadoras.

induzindo-as a

Em uma abordagem inicial, para se entender
os processos associados a resisténcia especifica
das plantas, muitos estudos foram direcionados
na procura de proteinas que pudessem atuar
como imunoglobulinas. At¢é o momento ndo
foram encontradas moléculas da superfamilia de
imunoglobulinas, mas, pelo menos 10 diferentes
familias de genes R, produzindo PRs, inclusive as
seqiiéncias NBS-LRR foram identificadas nestes
ultimos vinte anos (KITAJIMA; SATO, 1999).
Estas familias génicas sdo também designadas como
“genes SAR” (WARD et al., 1991).

Mesmo sem células circulantes, o sistema
vascular das plantas pode, eficientemente, ter
varios fatores sinalizadores, entre eles peptideos
e RNA através da planta (KUHN et al., 1997). O
sistema vascular das plantas ndo transporta apenas
RNA viral, mas, também RNA mensageiros e RNA
silenciadores (CITOVSKY; ZAMBRY SKI, 2000).

As células de plantas sdo algumas vezes ligadas
por pontes citoplasmaticas que passam através

de poros na membrana citoplasmatica entre
c¢lulas adjacentes Estas jungdes s@o denominadas
plasmodesmatas e possibilitam o transporte seletivo
de moléculas sinalizadoras endogenas especificas,
sem sairem do meio citoplasmatico (DING, 1997).

Para imunologistas de animais, um intrigante
aspecto do sistema imune de plantas ¢ a auséncia
de processos de fagocitose. Vesiculas pinociticas
(BLACKBOURN; JACKSON, 1996) e contendo
clatrina (ROBINSON, 1996) tem sido descritas
apenas em tubos polinicos ¢ membranas celulares
de células em cultura de tecido. Unicas situagdes
em que essas células ndo estdo circundadas pela
parede celular (THIEL; KREFT; ZOREC, 1998).
Estas ocorréncias endociticas estdo aparentemente
associadas com os processos de reciclagem da
membrana (BATTEY et al., 1999; MARTY, 1999).
Por serem autotroficas, é de se esperar que as
ocorréncias de vacuolos digestivos no citoplasma,
estejam relacionadas apenas com autofagia, sendo
a digestdo limitada a reciclagem de materiais
“proprios”. Em contraste, os animais digerem
materiais “proprios” e “nao-proprios”.

Termorregulacao

Alteragdes fisiologicas decorrentes da interagdo
planta-patégeno afetam os estdmatos no local da
infeccdo. O acido acetil-salicilico, componente
sinalizador central da resisténcia a doencgas, diminui
a abertura do estomato em diversas plantas. Toxinas
produzidas pela bactéria patogénica Pseudomonas
syringae também ocasionam o fechamento dos
estomatos (DIGIORGIO et al., 1996). Outros
compostos nao identificados produzidos durante a
HR também promovem a oclusdo dos estomatos
(MCDONALD; CAHIL, 1999).

O monitoramento termografico (ENYEDI et al.,
1992) e o monitoramento por analise infravermelha
de gas, ou IRGA (CHAERLE et al., 2004) em
folhas de tabaco infectadas com TMYV, mostraram
um incremento de 0,6°C no sitio de infecgdo,
acompanhado de uma queda de 0,9°, apds a morte
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celular no local. Esse aquecimento localizado ¢
decorrente da restricao na transpiragdo, ocasionada
pelo fechamento do estomato.

Plantas infectadas com TMV apresentam uma
queda no fluxo de agua através do xilema e o
fechamento dos estdmatos seria uma compensagao
para se evitar a perda excessiva de agua pelas
superficies da planta, protegendo-a de uma
desidratacao (MEYER; GENTY, 1999).

Entretanto, analisando-se estes trabalhos de
outro ponto de vista, poderemos interpretar que a
queda do fluxo de agua no xilema seja decorrente
do fechamento dos estdbmatos e ndo a causa deste
ultimo fendmeno. Outro ponto ¢ que o fechamento
dos estomatos ocorre no local da infec¢ao. Estobmatos
de regides ndo infectadas da planta permanecem
abertos.

Na década de 1950, uma série de estudos in vitro
de viroses animais indicou que esses organismo sao
extremamente sensiveis a variagdes de temperatura.
Variagdes de 0,5°C sdo suficientes para inativar
diversos desses microorganismos, o que se fez
pensar na associagdo de uma fungdo virilicida
aos aumentos da temperatura corpérea apos uma
infecgdo viral.

Certamente a queda de 0,9°C verificada em
regides de ocorréncia de HR, decorra da morte
celular e cessamento do metabolismo no local,
mas o aumento de 0,5°C logo apds a infecgdo viral
poderia representar um dos primordios de uma
reacdo inflamatoria.

Conclusoes

Plantas e animais estdo equipados

moléculas, células, tecidos e drgdos que os torna

com

capacitados a distinguir o que ¢ ”’proprio” do que €
“ndo proprio” e, dessa maneira, mediar suas relagdes
com o individuo e o meio ambiente. Algumas destas
estratégias e estruturas utilizadas por esses seres
vivos sdo filogeneticamente antigas, refletindo os
seus altos valores adaptativos.

Durante  suas  histérias  evolutivas, as

diferentes rotas percorridas por estes organismos
distintos resultaram em estruturas e estratégicas
filogeneticamente mais recentes e distintas.

Apesar dessa mescla de similaridades e

dissimilaridades, todas essas estratégias e estruturas
possuem um final comum: Manter a integridade dos
individuos frente a parasitos.
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