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RESUMO

Este artigo de reviséo teve por objetivo apresentar aspectos do processo de imunidade vegetal, discutindo as formas de
resposta das plantas frente ao ataque de patégenos. O eficiente reconhecimento de microrganismos invasores e a rapida
inducdo de respostas de defesa sdo essenciais para o desenvolvimento de resisténcia das plantas as doengas. O sistema
basal de defesa das plantas é ativado pelo sistema de reconhecimento pouco especifico que identifica padrdes moleculares
associados a microrganismos (PAMPs), também chamados de elicitores gerais, como a flagelina e os lipopolissacarideos.
Animais e plantas podem reconhecer PAMPs invariantes que s&o caracteristicos de microrganismos patogénicos pelos
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), localizados na membrana plasmatica. Por sua vez, patégenos produzem
moléculas efetoras que suprimem a resposta de defesa, no entanto, as plantas utilizam proteinas produzidas a partir de genes
de resisténcia, que se ligam a esses efetores por regifes ricas em leucina. Essa intensa atividade de defesa é conhecida
como resisténcia gene-a-gene. Por meio deste estudo pode-se concluir que as plantas possuem uma série de receptores de
superficie altamente especificos que monitoram as comunidades bacterianas de acordo com seus padrdes moleculares,
controlando assim, o processo de infeccao pelo patégeno.
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ABSTRACT

The aim of this review is to present aspects of the plant immunity, discussing forms of plant response against the pathogen
attack. The efficient recognition of invading microorganisms and rapid induction of defense responses are essential for the
development of plant disease resistance. The basal defense system of plants is activated by recognition system that identifies
some specific pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), also called general elicitors such as flagellin and
lipopolysaccharides. Animals and plants can recognize invariant PAMPs that are characteristic of pathogens by pattern
recognition receptors (PRRs), located in the plasma membrane. In turn, pathogens produce effector molecules that suppress
the defense response. However, the plants make use of proteins produced from genes of resistance, which bind to these
effectors by regions rich in leucine. This intense activity of defense is known as gene-by-gene resistance. Thus, it is concluded
that plants possess a number of highly specific surface receptors that monitor the bacterial communities according to their
molecular patterns, controlling the process of infection by the pathogen.
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~ citados os receptores moleculares que
percebem esses sinais de invasores, o0s
chamados receptores de reconhecimento
As plantas  desenvolveram uma  padrdo (PRRs). Os PAMPs sdo definidos como
completa rede de defesa contra microrganismos moléculas de epitopos invariantes, que s&o
invasores patogénicos. Em contato com esses  fundamentais para a adequacdo dos diferentes
patégenos, a planta tende a desenvolver  microrganismos patdgenos, ausentes no
imunidade e as caracteristicas moleculares hospedeiro, porém reconhecidas por eles.
desse sistema ja foram segundo Schwessinger As plantas sdo  constantemente
e Zipfel (1) apresentadas por muitos autores. Em  cercadas e atacadas por uma infinidade de
um trabalho realizado por eles, sdo descritos os microrganismos, incluindo patégenos de plantas
chamados PAMPs (Padroes Moleculares  (1). A primeira linha de defesa ativa depende do
Associados aos Patdgenos). Também foram  reconhecimento do patégeno associado aos
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seus padrbes moleculares por PRRs
especificos, que levam ao desenvolvimento da
imunidade (PTlI — do inglés, PAMP-triggered
immunity, imunidade desencadeada por PAMP)
(2). A relevancia da PTI torna-se aparente por
sensibilidade aumentada aos mutantes da PTI,
reconhecendo ou sinalizando componentes de
bactérias adaptados ou ndo adaptados como
epitopos. Além disso, o0s patégenos bem-
sucedidos precisam usar efetores ou toxinas
para suprimir a PTIl, e s6 assim poderdo
alcancar o seu potencial virulento (3).

A PTI junto com outras funcdes efetoras
leva ao desencadeamento do efetor de
suscetibilidade. Algumas plantas evoluiram para
um mecanismo efetor usando as proteinas R, de
resisténcia, acionando os genes reguladores e
os efetores de disparo da imunidade. Muitas
vezes, a resposta destes efetores é mais forte
do que a PTI e é acompanhado por uma
resposta de hipersensibilidade programada para
a morte celular (2). A seguir, serdo apresentadas
algumas das estratégias desenvolvidas por
vegetais para o processo de resisténcia a
patogénese.

Estbmatos das plantas: um posto de
controle da imunidade do hospedeiro e da
viruléncia do patdgeno

De acordo com Lindow e Brandi (4) a
filosfera (parte aérea de plantas terrestres) é um
dos nichos mais relevantes para a habitacao
microbiana. InGmeras bactérias, patdégenos
humanos e de plantas, podem sobreviver e se
proliferar na superficie de plantas, tendo
também a capacidade de penetrar diretamente
na epiderme de plantas, e segundo Zeng et al.
(5) essas bactérias primeiro entram no tecido
das plantas, e para isso contam com aberturas
naturais ou ferimentos acidentais. Sendo assim,
um ponto natural relevante de entrada para
bactérias fitopatogénicas nas plantas sdo os
estdbmatos. No entanto, até recentemente, 0s
estbmatos tém sido considerados portas
passivas de entrada para patdégenos.

Melotto et al. (6) observaram o
fechamento dos estbmatos em resposta a
patégenos de planta, Pseudomonas siringae pv.
tomato (Pst) DC3000, e um patégeno humano,
Escherichia coli O157:H7. Curiosamente, esta
resposta também pode ser desencadeada por
PAMPs e lipopolissacarideos (LPS). Essa
observacdo sugere que o fechamento dos
estbmatos causado por bactérias € uma saida
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encontrada para a imunidade mediada por
PAMPSs.

(0] reconhecimento dos PAMPs
desencadeia o fechamento dos estdmatos e de
acordo com Zhang et al. (7) impedem a abertura
da camara estomatica em resposta a luz. Os
PAMPs sédo reconhecidos por PRRs associados
a membrana plasmatica da planta (8), que levam
ao fechamento dos estématos.

Os estbmatos representam uma das
principais vias de invasdo de patégenos e
estudos recentes tém demonstrado que o sinal
de cascatas regulatérias de fechamento e
abertura dessa estrutura. Resultados atuais
sugerem que o fechamento dos estdmatos €
uma saida funcional do PAMP e da imunidade
efetora. Pelo fato dos estbmatos responderem a
sinais bidticos e abidticos, os patégenos podem
explorar condicbes ambientais abidticas como
alta umidade e/ou produzirem fatores ativos de
viruléncia que desencadeiam o fechamento dos
estdmatos, como parte de sua estratégia de
infeccdo. O conhecimento derivado de tais
estudos pode levar a métodos de gestdo de
doencas de plantas e patégenos humanos que
contaminam tecidos de plantas (9).

Reconhecimento de bactérias

Plantas, em geral, podem reconhecer
muitos PAMPs bacterianos. Os LPS que
envolvem as células bacterianas sdo percebidos
por uma série de espécies de plantas. A maioria
dos LPS reconhecidos como PAMPs
correspondem a uma molécula lipidica
(classificada como lipidica A). No entanto, o
nacleo de oligossacarideos e o antigeno-O
também séo reconhecidos, potencialmente por
um sistema de percepcao diferente do que
lipidica A em Arabidopsis thaliana (10).
Peptideoglicanos (PGNs) sdo um dos principais
componentes da parede celular de bactérias
Gram-positivas. Cadeias de acglcares também
sdo reconhecidas como um PAMP em
Arabidopsis. O dominio N-terminal da flagelina
(flg22), altamente conservado, € outro PAMP
extracelular que é reconhecido pela maioria das
espécies de plantas (11). A planta do tomate &
capaz de reconhecer uma versdo mais curta do
mesmo epitopo (flgl5) e o arroz parece ser
insensivel a flg22, mas pode reconhecer a
molécula de flagelina como um todo (12-13).

E relevante ressaltar que varios
patégenos bacterianos podem escapar do
reconhecimento pela molécula de flagelina. Por
exemplo, Xanthomonas campestres
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pv.campestris apresenta polimorfismo
intraespecifico em flg22, o que leva a
incapacidade de reconhecimento por
Arabidopsis (14), embora a relevancia bioldgica
desse reconhecimento em relacdo ao patégeno
necessita de investigacdo mais aprofundada.
Portanto, PAMPs sdo mais variaveis do que foi
anteriormente previsto e o0 reconhecimento
molecular pode variar entre diferentes espécies
de plantas.

E de conhecimento que nem todos o0s
PAMPs sdo partes extracelulares dos
patégenos. A proteina de choque frio bacteriana
(CSP) e o fator de alongamento da traducao
(EF-Tu) sao proteinas intracelulares que sao
reconhecidas como elicitores. Alguns
aminodacidos especificos dessas sequéncias
polipeptidicas séo identificados e reconhecidos
como sinais desencadeadores da resposta
imune por individuos das familias Solanaceae e
Brassicaceae, respectivamente (11).

Flagelina, LPS e PGNs também sao
PAMPs classicos reconhecidos por outros
eucariotos, no entanto, o real mecanismo de
reconhecimento varia muito entre os diferentes
reinos e isso é reflexo da convergéncia evolutiva
na imunidade inata (11).

Nos Ultimos anos, os primeiros PRRs de
plantas tém sido clonados. Os PRRs mais
identificados sdo receptores semelhantes a
quinases (RLKs) ou proteinas, exceto para a
proteina de ligacdo glucana, e a proteina
extracelular que se liga e hidrolisa
heptaglucosideos de Phytophthora sojae (15). A
xilanase de tomate, receptores LeEiX1/2 sao
receptores semelhantes a proteinas. Ambas as
proteina de ligagdo glucana e LeEIX1/2
apresentaram falta de sinalizacdo intracelular.
Portanto, outras proteinas associadas a
membrana sdo provavelmente necessarias para
retransmitir o sinal.

Ha cerca de cinco anos, apenas dois
RLKs de Arabidopsis envolvidos na percepcéo
de PAMPs eram conhecidos, as repeticdes ricas
em leucina (LRR)-RLKs de FLS2 e EFR, que
reconhecem a flagelina bacteriana e EF-Tu,
respectivamente. A Arabidopsis LysM-RLK
CERK1/LysM-RLK1 foi demonstrada ser
necessaria para induzir respostas a quitina (16).
No entanto, ndo se sabe se CERK1/LysMRLK1
€ necessario para a quitina vinculativa e,
portanto, se é um PRR.

Reconhecimento de oomicetos e
fungos filamentosos

A chamada Pepl3 foi a primeira
molécula claramente definida como um
PAMP.Trata-se de um peptideo curto de 13
aminoacidos com uma superficie exposta dentro
de um fragmento de transglutaminase calcio-
dependente da parede celular da P. soja e, que
provoca respostas de defesa em Solanaceae (1,
17). O elicitor lecitina que se encontra ligado a
celulose, em Phytophthora parasitica var.
nicotianae, foi identificado como o responsavel
pelo mecanismo de disparo de respostas de
defesa em Arabidopsis e tabaco (18). Esses dois
pontos de ligacdo com a celulose, que séo
provavelmente relevantes na adesédo celular
durante a infeccdo, sdo suficientes para a
inducdo de defesa. Outras PAMPs mais
amplamente reconhecidas sdo derivadas de
componentes da parede celular de fungos, tais
como beta-glucanas, ergosterol ou quitina (16).

FLS2 e BAKI1: atualizacdo sobre o
reconhecimento da flagelina no sentido da
sinalizacao

Os PRRs melhor caracterizados até o
presente momento sao os RPKs com repeticbes
ricas em leucina, que inclui FLS2 e EFR, que
reconhecem, respectivamente, a proteina
flagelina e o fator de alongamento EF-Tu, ambos
bacterianos. No entanto, além dos PAMPs,
outras  moléculas atuam como  sinais
secundarios que prolongam e amplificam a
resposta imunolégica dos vegetais, como
peptideos derivados de plantas e fragmentos de
parede celular. Estes sinais sdo reconhecidos
por RPKs especificos, e aumentam a resisténcia
contra bactérias e fungos patogénicos (8).

FLS2 é o melhor PRR estudado em
plantas. Genes de FLS2 foram identificados em
Nicotiana benthamiana e tomate. A quantidade
de flagelina identificada no tomate € menor e
mais diversificada do que em Arabidopsis,
demonstrando uma adaptacdo evolutiva e
flexibilidade de reconhecimento do PAMP (19).

O dominio extracelular de FLS2 foi
identificado com contribuinte para a ligacdo de
flg22. No entanto, o flg22 especifico ndo pode
ser identificado. Dunning et al. (20) prop6em que
um numero limitado de amino&cidos contribuiu
para flg22 ligado.

A ligacdo do polipeptideo flg22 lidera a
endocitose de FLS2. A internalizacdo depende
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da atividade de quinases e requer a relacdo de
ubiquinacdo na extremidade C-terminal de FLS2
(19). A endocitose de FLS2 ndo é mediada por
homodimerizacdo, pois FLS2 ndo forma
homodimeros em protoplastos. No entanto, flg22
mediando a endocitose de FLS2 ndo foi
observado no protoplastos (21), que levanta a
questao se protoplastos séo, de fato, adequados
para esses estudos (1). No entanto, a ligacdo de
flg22 reduz a mobilidade da membrana de FLS2
provavelmente por meio de heterodimerizacdo
(21).

O BAKI1/SERK3 LRR-RLK rapidamente
forma complexos com FLS2 apos a ligacdo de
flg22, que sofre regulacdo positiva (22). Além
disso, as respostas de defesa desencadeada
por elfl8 em Arabidopsis, ou csp22 em
Phytopthora infestans também s&o parcialmente
comprometidas em plantas com defeito na
expressdo de BAK1 (23). No entanto, BAK1 néo
esta envolvido com a ligacdo de flg22 (22).
Portanto, BAK1 ndo atua como um co-receptor,
mas sim como um transdutor de sinal.

Curiosamente, BAK1 em Arabidopsis
mutantes ndo sdo mais suscetiveis a bactérias
(23). Pelo contrario, N. benthamiana inativo para
NbBAK1 sdo mais suscetiveis a bactérias
patogénicas (24). A discrepéncia na exigéncia
de BAK1 de resisténcia bacteriana pode ser
explicada pelo silenciamento de BAK1 em N.
benthamiana, que em Arabidopsis podem
substituir a perda parcialmente para BAK1l. O
melhor candidato € BKK1, um gene paralogo
(par de genes derivado do mesmo gene
ancestral) ao BAK1, que age de forma
redundante com BAK1, no controle da morte
celular. Este controle provavelmente contribui
para a hipersuscetibilidade de BAK1 mutantes
para patdgenos necrotroficos. (23).

No geral, BAK1 parece ser um regulador
geral do LRR-RLKs, com papéis definidos na
PTI recém-sinalizados e no controle da morte
celular. E provavel que BAK1 interage e regula a
atividade de outros RLKs ainda desconhecidos.

A percepcdo dos PAMPs ativa rotas
metabdlicas diferentes que induzem mudancas
fisiologicas relacionadas a patogénese. Pouco
tempo apos a percepcao do PAMP (minutos ou
até segundos), ocorre através da membrana
plasmatica um aumento intracelular da
concentracdo de Ca®*, estresse oxidativo,
ativacdo de MAP quinase (MAPK), a fosforilacao
de proteinas, endocitose de receptores e
interacdo proteina-proteina, por exemplo. (17).

" @ €&

Outras respostas que ocorrem dentro de horas
sdo o reforco da biossintese de etileno, e
fechamento dos estébmatos e deposicdo de
calose (carboidrato) (25).

Essas mesmas acbes foram relatadas
por Gitte et al. (26) em A. thaliana, quando em
contato com peptidioglicanos de parede celular
bacteriana, com excecao da transcricdo do gene
de defesa PR1, exclusivo dessa espécie.
Também nesse momento, alteracdes
transcricionais séo induzidas. Eles
compreendem até 3% do genoma em
Arabidopsis. Os sinais elf18 e flg22 induzem o
mesmo conjunto de genes, e aproximadamente
30% ou 50% desses genes também sao
regulados por PGN ou quitina, respectivamente.
Esta sobreposicdo altamente significativa na
regulacdo da transcricdo por PAMPs diferentes
sugere claramente convergéncia de sinal apés o
reconhecimento do PAMP.

O papel dos peptideoglicanos e
muropeptideos na defesa vegetal

Peptideoglicano (PGN) é uma parte
estrutural Unica e essencial da parede celular
bacteriana. Muropeptideos (MRPs) sdo produtos
de degradacdo de PGNs de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. Apés a fagocitose
de bactérias ou produtos de degradagdo
bacteriana por células imunes do hospedeiro, os
muropeptideos desencadeiam cascatas de
sinalizacdo intracelular, levando a ativacdo e
expressdo de genes da resposta imune (26).

Os MRPs purificados a partir de PGNs
sdo elicitores mais eficazes das respostas de
defesa do que PGNs isolados. Portanto, PGNs e
seus constituintes representam uma importante
associacdo molecular na interacdo planta-
bactéria (26).

No trabalho de Gitte et al. (26) foram
isolados MRPs de X. campestres e PGNs de A.
tumefaciens para posterior hidrolise e analise,
com o0 objetivo de elucidar a estrutura do
componente principal, e para testar suas
atividades como elicitores de respostas imunes
em A. thaliana. Nesse trabalho, foi relatado que
os MRPs foram mais eficazes que os PGN
nativos no desencadeamento de respostas de
curto prazo. Em longo prazo, o PGN mostrou
efeitos similares como respostas celulares de
defesa.
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Producéo de 6xido nitrico e espécies
reativas de oxigénio

A rapida producéo de 6xido nitrico (NO)
e espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorrem
em diversos processos fisiolégicos e estédo
relacionados com a resposta ao estresse biético
ou abiotico, sinalizag&o hormonal e
desenvolvimento do vegetal. Recentemente, o
NO tem sido observado como um radical que
participa da imunidade inata das plantas. Ele
ativa a cascata de proteinas-quinase
mitogénicas (MAPK), e aumenta a expressao de
genes de defesa, como fenilalanina aménia-liase
e proteinas relacionadas a patogénese. Em
animais, o NO é produzido pela NO sintase
(NOS). A fonte de sintese do NO nos vegetais
inclui a redugdo do nitrito pelo nitrato redutase,
mas até entdo ndo foi encontrada nenhum
enzima com semelhanca molecular a NOS em
vegetais (27), exceto uma em A. thaliana (28).

A producdo de sinais mediados por
ROS, como a resposta de defesa,
desenvolvimento da planta e alongamento
celular esta relacionada com a expressao no
vegetal de genes homdlogos ao gene animal
Nox5 (NADPH-oxidase) (27). A expressao
desses genes homologos que produzem ROS
foi observada durante a producéo de sinais por
patégenos em A. thaliana (29), bem como o
fechamento dos estébmatos pelas células-guarda
em resposta a producéo de acido abscisico (30).
No desenvolvimento dos pelos radiculares, a
producdo de ROS controla a expansdo celular
pela ativagdo de canais de ca®. o
silenciamento destes genes leva também a
diminuicdo da producédo de ROS (31).

Juntos, mas ndo separados, NO e ROS
séo requisitados para induzir a morte celular e o
balanceamento da producdo de NO e H,0,
induz morte celular em resposta a
hipersensibilidade. Esta € uma forma de morte
celular programada que contribui para a
resisténcia da planta por restringir a invasdo dos
patdégenos no sitio de infeccéo (32).
do ca®

Papel na sinalizacdo de

defesa

O aumento da concentracdo de ca”™
citosélico € um dos principais eventos da
imunidade inata de plantas. Diversos PAMPs
ativam diferentes sinais de Ca®* em amplitude e
duracdo variaveis, que contribuem para a
resposta imune vegetal. E bem provavel que a

associacdo simultanea de multiplos elicitores
microbianos amplifique os sinais de ca” que
potencializam a resposta de defesa. No entanto,
estes mecanismos ainda permanecem
desconhecidos (33-34).

A ativacdo dos sinais de Ca®* provoca
um aumento tardio na producdo de A&cido
salicilico e a expressao de genes de resisténcia
pela planta. Essa nova associagdo de moléculas
leva a fosforilacdo de algumas proteinas
especificas, que intensificam os mecanismos de
defesa dos vegetais (35).

Em resposta a ferimentos ou herbivoria,
a planta tende a se comportar da mesma forma
gue reage na presenca de PAMPs. Neste caso,
o Ca®", além de estimular a producdo de &cido
salicilico, leva também a producao de &cido
jasménico e etileno, que contribuem para a
defesa contra agentes oportunistas e a
recuperacao do tecido lesado (36).

MAPKs e WRKYs: regulacao negativa
e positiva da PTI por proteino-quinases

Diferentes membros da transcricdo de
MAPK e WRKY sdo componentes da cascata
para a sinalizacdo da PTI. Em A. thaliana, a
cascata MAPK AtMEKK1, AtMKK4/5 e AtMPK3/6
que leva a ativacdo dos fatores de transcrigédo
WRKY22/29 foi proposta anteriormente como
um modelo de regulacéo positiva da sinalizacdo
de flg22 usando quinases ativas em protoplastos
(37). Entretanto, estudos genéticos recentes
concluiram que AtMEKK1 n&o regula a atividade
de AtMPK3/6 (38). Além disso, o regulador
positivo de defesa AtMKK1 ativa ambos os
AtMPK3/6 e AtMPK4 (39). Portanto, é evidente
gque nao apenas a PTI regula respostas de
defesa, mas também inicia sua regulagao por
prépria  retroalimentacdo  negativa. Isso
demonstra que as redes interconectadas de
MAPK regulam a sinalizagédo da PTI. Além disso,
a especificidade individual das MAPKs &
guestionavel, assim como MPK3/6 também esta
envolvido na regulacdo estomatica (39).

CONSIDERACOES FINAIS

As plantas possuem uma série de
receptores de superficie altamente especificos
gue monitoram as comunidades bacterianas de
acordo com seus padrBes moleculares,
controlando assim, o processo de infeccdo pelo
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patégeno. Nos ultimos anos, diversos estudos
mostraram a relevancia dos PAMPs e sua
ligacdo com a imunidade das plantas.
Normalmente, as respostas no hospedeiro
induzidas por PAMPs sao rapidas e transitorias
e ha ativacdo de cascatas de MAP quinases.
Muitos receptores para os PAMPs ainda
precisam ser identificados e mais estudos
devem ser desenvolvidos para uma melhor
compreensao de como as mais diversas plantas
respondem ao estresse causado no vegetal
durante o processo de patogénese.
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