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INTERACOES PATOGENO-HOSPEDEIRO

* Patdgenos necessitam do hospedeiro para:
— Retirar nutrientes para o seu metabolismo

— Atividades vegetativas e reprodutivas

* Onde os patdgenos encontram esses nutrientes??
— Interior das células vegetais;

— Necessitam de estratégias para vencer as barreiras

externas e promover a colonizagao dos tecidos;

Mecanismos de ataque

* Vias de Penetracao:

» Direta (forca mecanica, enzimas)
» Aberturas naturais

» Ferimentos

— Bactérias sao incapazes de penetrar diretamente;

— Virus, virdides e fitoplasmas necessitam de
ferimentos

— Fungos podem penetrar pelas trés vias



Direct penetration

Penetration through
natural openings

Penetration through
natural wounds

ig Superfical
Spore myclelium Spore  Subcuticular mycelium

g

Direcy with hausioria Dhrecy, subcutieutar only

Direct with apprassorium (A),
penetration peg (PP),and
intracellular mycelium (IM)

Through natural cracks between Fungus kills and macerates

main and Iateral roots cells ahead of its advance

1-Vias de penetragio dos fungos (Agrios, 2005)

Bacteria in nectar and
through nectarthode

2-Vias de penetragdo das bactérias (Agrios, 2005)
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Direct penetration Direct penetration Penetration through stoma
Ectoparasitic nematode Endoparasitic nematode Endoparasitic nematode

3-Vias de penetragao dos nematdides

(Agrios, 2005)

Mecanismos de ataque

e Enzimas: desintegram componentes estruturais das

células do hospedeiro;
-Exoenzimas (podriddao mole).

¢ Toxinas: alteram a permeabilidade das membranas
-Bipolaris spp.
* Hormonios: alteram a divisao e crescimento celular

-Agrobacterium tumefaciens (galhas da coroa)

* Todos fitopatdgenos, exceto virus.
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Mecanismos de ataque

* Penetracao direta

— Vencer barreiras e neutralizar as rea¢Ges de defesa da

planta

— Colonizar e retirar nutrientes
Parte aérea

— Cuticula na epiderme (Cutina)
Raizes e ramos lenhosos

— Periderme (Suberina)

Enzimas

Proteinas de alto peso molecular;
Construidas por longas cadeias de aminoacidos;

Responsaveis pelas reacdes de catabolismo e

anabolismo nas células animais e vegetais;
Denominadas em funcao do seu substrato;

Utilizacao sufixo ASE
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Enzimas

* Critérios para comprovar o envolvimento de uma
enzima na patogénese

— Capacidade do patégeno em produzir a enzima in vitro;
— Deteccdo em tecido infectado;

— Correlacado da producdo da enzima com patogenicidade;
— Alteracdo nas paredes de tecidos infectados;

— Reproducdo das alteracGes na parede ou sintomas com o uso

da enzima

CUTINASES

* Esterases que degradam a cuticula

-Cuticula: camada lipidica continua, que recobre a

epiderme de folhas, frutos e talos jovens

-Evita a difusdo de agua e nutrientes para o ambiente

externo,
-Protege a planta contra efeitos adversos e o
ataque de fitopatdgenos.

-Componentes: compostos alifaticos (ceras) + polimero

insolavel (cutina)
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Cuticle
Upper epidermis

Palisade
mesophyll cell

Bundle sheath cell
Xylem

Vein Phloem

Lower epidermis

" Spongy mesophyll

Guard cells
cell

Representacdo esquemadtica da estrutura e composicdo da
cuticula e da parede celular das células epidérmicas (Agrios ,
2005)

Phsma membrane

Cytoplasm




CUTINASES

Formada por uma unica cadeia polipeptidica
Peso molecular entre 22 e 32 kDa

3-16% CHO’S na molécula

Atividade maxima: pH 9-10

Purificada pela primeira vez em 1975 a partir do fluido

extracelular de Fusarium solani f. sp. solani

Encontrada em diversos fungos, como:

— Colletotrichum, Blumeria, Bipolaris, Sclerotium, Uromyces, Venturia,

etc.

CUTINASES

* Produgao in vitro desta enzima nao
necessariamente significa prova da importancia

dela nas plantas:

* Diversos estudos
— Imunocitoldgicos
— Transformacao genética

— Mutantes deficientes
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Fusarium solani f. sp. pisi - Ervilha

Estudos com haste de ervilha;
Microscopia eletronica de varredura;

Detectaram presenca de anticorpos marcados
com ferritina e especificos para cutinase em

locais onde o patdgeno foi inoculado;

O fungo excreta cutinase somente quando em

contato com o hospedeiro.
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Colletotrichum gloeosporioides - mamdo

* Mutantes deficientes em cutinase mostraram-se

patogénicos somente em frutos com ferimentos;
* Frutos intactos ndo manifestaram a doenga;

* Aplicacdo exdégena de cutinase, restaurou a

capacidade patogénica do fungo;

* C.g penetra cuticula de frutos imaturos e pode

permanecer latente até apds o amadurecimento.
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Representagdo esquemadtica da penetragdo da cuticula por um esporo do fungo
durante a germinagdo. Cutinase constitutiva (pré formada) libera monémeros de
cutina na cuticula vegetal. Estes, desencadeiam a expressdo dos genes da cutinase,
levando a produgdo de mais cutinases, permitindo assim a penetragdo do fungo
(Agrios 2005).

Cutin monomers
trigQer expression

CUTINASES

* Importancia da descoberta:
Potencial para controle de
doencgas
* A desativagdao da enzima na superficie do

hospedeiro, evitaria a penetracao e

consequentemente a doenga;

» Uso de compostos antipenetrantes.
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SUBERINA

Recobre os drgaos subterraneos;
Polimero insoltuvel associado com ceras soluveis;
A estrutura e a composicdao das paredes suberizadas nao

sao bem compreendidas:

— Matriz fendlica semelhante a lignina, ligada a parede celular.
Os componentes alifaticos estariam ligados a matriz fendlica

e embebidos huma camada de cera

Alguns patdégenos podem penetrar as paredes

suberizadas, porém muito lentamente.

SUBERINA

Evita a difusao da agua e nutrientes;

Também ¢é formada quando ha injuria

mecanica e abscisao de folhas e frutos

Existem indicacdes de que a bactéria Ralstonia

solanacearum consegue degradar a suberina

Streptomyces scabiens ( sarna da batata)
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DEGRADAGCAO COMPONENTES DA
PAREDE CELULAR

* Durante a penetragdao e colonizagao, os fitopatégenos
atravessam as paredes celulares das plantas
* Regides e composicao da parede celular:

— lamela média: entre as paredes celulares

parede primdria: entre a membrana plasmatica e a lamela média;

— somente em células em ativo processo de crescimento, apds a

divisdo celular ser completada

— parede secunddria: internamente a parede primaria, formada apés

o término da expansdo celular

Secondary cell wall
(aimost entirely cellulose)

Representagdo esquematica da estrutura e composicdo das paredes das células vegetais
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Enzimas — degradacao da parede
celular

Lamela média

N e e==) Enzimas pectinoliticas
(substancias pécticas)

Parede primaria e
secundaria:

Celulose Celulases

Hemicelulose Hemicelulases

Glicoproteinas Proteinases

1111

Lignina Ligninases

Lamela média

* Constituida por substancias pécticas

* Polissacarideos formados por longas cadeias de

acido D-galacturonico/poligalacturénico

* Grau de metilacao dos grupos carboxilicos
— Ac. poligalacturoénico (< 75%)
— Pectina (> 75%) COH

A HO o)
* 35% Dicotiledoneas OH

* 9% Monocotiledoneas OH
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Lamela média

» Substancia pécticas formam gel amorfo que
preenche os espacos entre as microfibrilas de
celulose

 LigacOes entre cadeias por meio de ions de Ca
e “cimento intercelular”

Callmembrane

S — /—— Hemicellulose
Celulose chains
Secondy
cellwall
--------- Celulose microfibrl
Protein (extensin, etc)
cellwall WAL
' Pectic poly=accharides
Micdle
lamells
cellwall
Pectic poly=accharides
Protein (extensin, etc)
) - = 3, Celulose microfibrl
cellwall "
Callmembrane
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Enzimas Pectinoliticas (pectinases)

* Hidrolases:
— MPG - Metilpoligalacturonases: mais especifica para a ac. pectinico (pectina)
— PG-Poligalacturonases: mais especifica para o 4c. poligalacturénico
* exo (libera mondmeros) e endo (libera oligdmeros)
* Trans-eliminases (B-eliminases):
— TE - Trans-eliminases do 4c. pectinico =Pectina liase
— TEPG - Trans-eliminases do ac. poligalacturonico=Liase do acido péctico
* exo (libera mondmeros) e endo (libera oligdmeros)
* Metilesterases da pectina

— PE-Pectina esterase: promove demetilagdo da pectina (hiddlise radicais metila)

— Alteram propriedades do polimero (ex: solubilidade)

Mode of action of the main
pectolytic enzymes

Galacturonic acid
Carboxylic acid
O  Methyl group

27/06/2016
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Enzimas Pectinoliticas (pectinases)

* Degradacao dos tecidos (separacao das células)

* Mutantes de Erwinia chrysanthemi
— Deficientes producao enzimas pectinoliticas
— Transferéncia gene (Pat) para sintese de TEPG
— Pat+ causam degradacado dos tecidos de batata, cenoura
e aipo
* Uso de transformantes de Escherichia coli com TE

podem causar podridao mole

Enzimas pectinoliticas (AGRIOS, 2005)

Doenca: Podrid3o em cebola Doenga: podriddo de batata
Agente causal: Botrytis sp. Agente causal: Pectobacterium

27/06/2016
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Parede primaria e secundaria

* Hemiceluloses
—Dicotiledoneas:

« xiloglucana: parede primaria
— ligagGes glicosidicas B-1,4 e xilose B-1,6 com xilose

* xilanas: parede secundaria
— xilose com liga¢des B-1,4

—Monocotiled6neas:
« arabinoxilanas: cadeias laterais de arabinose
* B-glucanas: glicose unidos por ligacdes p-1,3 e 3-1,4

* Hemicelulases

e A degradacao das hemiceluloses requer
atividades das hemicelulases
— Endoglucanases = B-1,4 xiloglucana
— Endoxilanases B-1,4 xilanas

— Diversas outras hidrolases (B-glucosidases, PB-

galactosidase, etc.)
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e Celulose

* Polissacarideo (glicose em ligacoes B-1,4)
e 20-30% nas paredes primarias
* 40% parede secundaria plantas lenhosas

¢ Celulases

» Degradacao celulose e feita pelas celulases
* B-1,4 D-glucanase

* B-1,4 D-glucana celobiohidrolase

* B-glucosidase

e Celulases

* Rhizoctonia solani
— Penetra as paredes celulares e destruindo a celulose;

— Causa o colapso das células, resultando na formacao
de lesdes deprimidas no hipocédtilo do feijoeiro

* Fusarium oxysporum e Verticillium albo-atrum
— Patdgenos causadores de murcha

— Liberam oligdbmeros no interior do xilema alterando
o fluxo normal de agua

— Blogueio dos elementos vasculares

27/06/2016

19



27/06/2016

Enzimas celulases (AGRIOS, 2005)

Fusarium sp. - podriddo do colmo de milho. Destrdi a celulose mas ndo o tecido
vascular lignificado

e Ligninases

* Degradam lignina

* Principalmente em plantas lenhosas

* Podridao branca causada por fungos
saprofitas

* Basidiomicetos (Ganoderma)
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Enzimas ligninases - Basidiomicetos
(AGRIOS, 2005)

Doenga: Podridao do tronco Doenga: Podriddo de raizes e colo
Hospedeiro: pinheiro Hospedeiro: pinheiro
Agente causal: Phellinus sp. Agente causal: Phellinus sp.

Enzimas - degrada¢ao de componentes
da membrana plasmatica

 Membranas sao constituidas:
— 40-50% proteinas
— 40% lipidios
— 0-10% carboidratos

* Proteases/proteinases
— Degradam varios tipos de moléculas de proteinas
* Amilases
— Degradam amido ou outros polissacarideos de reserva

— Produto final = glicose ( utilizado diretamente pelos
patégenos)
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Enzimas — degradac¢ao de componentes
da membrana plasmatica

* Lipases e fosfolipases
— Produto final = liberam acidos graxos a partir da
degradacao dos fosfolipidios

— Utilizado diretamente pelos patdgenos

Toxinas/Fitotoxinas

* Sao produtos de patégenos microbianos, que
causam danos aos tecidos vegetais e que
estao reconhecidamente envolvidos no

desenvolvimento da doenca (Scheffer, 1983)

Afetam diretamente o protoplasma;
Afetam as funcgdes celulares;
Alteram a permeabilidade das membranas.

27/06/2016
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Toxinas/Fitotoxinas

Substancias de baixo peso molecular (<1000 daltons);
Ativas em concentracgdes fisioldgicas (<10 a 108 M);
Moéveis

N3o apresentam caracteristicas enzimaticas, hormonais

ou de acidos nucléicos;

Nao exibem caracteristicas estruturais comuns e incluem
substancias como peptideos, glicopeptideos, derivados

de aminoacidos, terpendides, etc.

Toxinas/Fitotoxinas

Desenvolvimento sintomas: clorose, necrose, murcha;

Alteram a permeabilidade e/ou potencial das

membranas;

Mudancgas no equilibrio idnico/Perda de eletrélitos;
Inibicao ou estimulo de enzimas especificas;
Aumento na respiracao e na biossintese de etileno;
Promovem e/ou aceleram a senescéncia dos tecidos;

Induzem deficiéncias nutricionais na planta;
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Classificacao

* Nao seletivas ou nao especificas ao hospedeiro

— Toxicas a varias espécies de plantas, hospedeiras ou nao

hospedeiras.

— Fatores de viruléncia ou determinantes secundarios de

patogenicidade

— Contribuem para a severidade da doeng¢a, mas nao sao

essenciais.

— Maioria das toxinas se enquadra nesta categoria

Nao seletivas ou nao especificas ao
hospedeiro

e Exemplos:

— Tabtoxina - Pseudomonas syringae pv. tabaci — Fumo
— Faseolotoxina-P. syringae pv. phaseolicola-Feijao

— Siringotoxina - P. syringae pv. syringae — Citros

— Tentoxina — Alternaria tenuis — algodoeiro

— Cercosporina — Cercospora beticola — beterraba

— Acido fusdrico- Fusarium oxysporum f.sp. cubense -banana
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Fitotoxinas nao-seletivas ao
hospedeiro

— Faseolotoxina
* Pseudomonas syringae pv. phaseolicola,
* Doenca: Crestamento de halo em feijoeiro
* Sintoma primario: mancha de dleo

¢ Sintoma secundario: halos cloréticos,

clorose sistémica e nanismo.

* Baixas temperaturas favorecem a produgado

da toxina

* Tripepeptidio = ornitina, alanina e arginina

Nao seletivas ou nao especificas ao
hospedeiro

(A) sintomas iniciais e (B) avangados em folhas jovens de fumo, manchas
causadas por Pseudomonas syringae pv. tabaci e halos cloréticos causados pela

tabtoxina produzida pela bactéria.
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Classificacao

» Seletivas ou especificas (patotoxinas)

— S3o toxicas somente em espécies de plantas que sao

hospedeiras do patégeno produtor da toxina;

— Essenciais para o estabelecimento do patdégeno no

hospedeiro e para a manifestacdo da doenca;

— S3o fatores de patogenicidade ou determinantes

primarios de patogenicidade;

— Produz sintomas caracteristicos das doenca

Exemplos de fitotoxinas seletivas (especificas) (Pascholati, 2011).

Toxina Funge produtor Hospedeiro

HV (victorina) Cochlinbolus (Helminthosporium) Aveia (Avena stivir)
victoriae

HC C. (Helminthosporium) curbonum Milho (Zea mays)
raga |

HmT (toxina T) C. heterostrophus (Bipolaris mavdis) Mitho {Z mays}

HS (helmintosporoside)
PC
AK

AM

ACRL
ACTG

AL
cC
PM

raga T

C. {Felmiathosporium) sacchari
Periconia vircinaia

Alernaria ulrernata patdtipo péra
Japonesa {4, kikuchiana)

A, alternata padtipo macicirg

{A. mali)

Alternaria citri patdtipo imao

A. ciiri padlipo tangerina

A. alternata fsp. lvcopersici
Corvnespora cassiicola
Mycosphaereila zeae-maydis
(Phyllosticta maydis)

Cana-de-agicar {Seccharum spp.)
Sorgo (Sorghum vulgare)
Péra japonesa (Prrus serctina)

Maca (Mulus sylvesirix)

Limao ragose (Citrus jambhiri)
Tangenna Dancy ¢ mandarinas
{C. reticuiuta)

Tomate (Solanum lycopersicim)
Tomate (3. Acopersicum)

Milho (Z. mays)
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Mancha foliar de milho causada Mancha foliar do milho causada por
por Cochliobolus heterostrophus Cochliobolus carbonum (HC-toxina)

(T-toxina).

Mancha foliar em macieira causada por
outro isolado de Alternaria alternata
(AM-toxina).

Manchas em péra japonesa causadas
por Alternaria alternata (AK-toxina).

Fitotoxinas seletivas

* Toxina HV (victorina)
— Helminthosporium victoriae
— Queima das folhas e podriddo do colo e raizes de aveia

— Cultivar Victoria - altamente suscetivel (gene Vb-resisténcia a

Puccinia coronata)
— E a mais potente e seletiva

— Causa sintomas macroscopicos e mudancas histoquimicas e

bioquimicas no hospedeiro
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Fitotoxinas seletivas

* Toxina HmT (Toxina T)
— Bipolaris maydis, raga T

— Queima da folha em milho com citoplasma T (macho

esterilidade)

— Inibe o crescimento de raizes, altera fotossintese, causa
fechamento de estdbmatos, interferindo com o

transporte de ions, K+ é perdido para ambiente externo

Fitotoxinas seletivas

*  Toxina AK

Alternaria alternata (Péra japonesa);

Mancha negra em folhas e frutos;

A toxina é produzida durante a germinagdo do conidio e antes da

invasdo dos tecidos do hospedeiro;

20 min apos a infecgdo ocorre perda de eletrdlitos (K+ e fosfatos)

— Péras suscetiveis exibem sintomas necréticos, enquanto as resistentes

nio;
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Fitotoxinas seletivas

* Toxina AM
— Alternaria alternata (Maca);
— Manchas em folhas e frutos;
— Perda de eletrolitos

— Alteracao dos cloroplastos e rapida perda de

colorofila

Hormonios

e Sao compostos que ocorrem naturalmente nas

plantas;
e Ativos em baixas concentracoes;
e Agem a distancia do sitio de producao;
* Promovem, inibem o modificam o crescimento

das plantas;

* Desequilibrio hormonal;
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Hormonios

* Auxinas
— Aumentam a plasticidade das células e alongamento

celular
— acido indolil-3-acético (AlA)
— F. oxysporum f. sp. cubense, Phytophtora infestans,

Ralstonia solanacearum) etc.

Hormonios

* Giberelinas (GA3)

— Alongamento de entrends, reversao do nanismo

— Isolado e purificado pela primeira vez- Giberella
fujikuroi (F. moniliforme)
— Superalongamento em plantas de arroz

— Podem aumentar a sintese de Auxinas

30



27/06/2016

Hormonios

* Citocininas
— Indugao divisao celular;
— Inibem a senescéncia;
— Germinagao sementes dormentes;

— Agrobacterium tumefaciens, Nectria galligena, etc.

Hormonios

* Etileno
— Desfolha
— Inibicdo do crescimento,
— Epinastia, etc.

— Fusarium oxysporum, Ralstonia solanacearum,
Pectobacterium carotovorum, etc.

« Acido Abscisico (ABA)
— Inibicdo crescimento,
— Abcisdo de folhas e frutos
— Botrytis cinerea, Mycosphaerella cruenta

31



