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RESUMO

As plantas sdao constantemente ameacadas por diversos microrganismos
patogénicos que prejudicam o seu crescimento e reproducdo. Com isto, desenvolveram
eficientes mecanismos de defesa fisicos e quimicos que podem ser inatos ou induzidos.
Dependendo do tipo de interagao com o patogénio, as plantas empregam estratégias
de defesa distintas e especificas para a patogénese, através de um sistema imunolégico
multicamada, caracterizado por duas linhas de defesa: uma primeira, extracelular, que
pode desencadear respostas de largo espetro (PTl) e uma segunda, intracelular, em que
ocorre o reconhecimento muito especifico do agente patogénico (ETI). Adicionalmente,
embora ndo tenham um sistema imunolégico, podem criar resisténcia induzida, que se
caracteriza pela sinalizagdo sistémica da resposta de defesa do local de infecdo para as

partes distantes do mesmo, estabelecendo uma capacidade defensiva melhorada.

Compreender os mecanismos de defesa das plantas é fundamental para que se

possam obter plantas mais tolerantes ou mimetizar e induzir estes mecanismos.

Palavras-Chave: Resposta de defesa, Mecanismos de defesa estrutural, mecanismos

de defesa bioquimica, Vias de sinalizacdo hormonal, Mecanismos de resisténcia induzida



ABSTRACT - Plants defence and resistance mechanisms against pathogens

Plants are constantly threatened by several pathogenic microorganisms that harm
their growth and reproduction. With this, they developed efficient mechanisms of
physical and chemical defence that can be innate or induced. Depending on the type of
interaction with the pathogen, plants employ distinct and specific defence strategies for
the pathogenesis, through a multi-layered immune system, which is characterized by
two lines of defence: a first, extracellular, which can trigger wide-spectrum responses
(PTI) and a second one, with intracellular origin, in which the very specific recognition of
the pathogenic agent occurs (ETI). Additionally, although lacking an immune system,
they can create induced resistance, which is characterized by the systemic signalling of
the defence response from the infection site to the distant parts of it, establishing an

improved defensive capacity.

Understanding the defence mechanisms of plants is essential to obtain more

tolerant plants or to mimic and induce those mechanisms.

Keywords: Defence response, Structural defence mechanisms, Biochemical defence

mechanisms, Hormonal pathways, Induced resistance mechanisms
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RdRp - RNA-dependent RNA polymerases
RISC - RNA-Induced Silencing Complex
RKs — Receptor Kinases

RLPs — Receptor-Like Proteins

RNA —ribonucleic acid

RNAI - RNA interfering

ROS — Reactive Oxygen Species

S4 — Tetrathietane

SA — Salicylic Acid

SAR — Systemic Acquired Resistance

Si —Silicio

Sin. - Sinénimo

siRNA - small interfering RNA

spp. - Espécie

ssRNAs - single-stranded RNA

subsp. - Subespécie

TSWYV - Tomato spotted wilt virus

VIGS - Virus-Induced Gene Silencing



INDICE

FA e [o [T T2 01T | o X SRR [
RESUMIO ciiiiiiiiiiiiiiiii it e Il
Abstract - Plants defense and resistance mechanisms against pathogens..................... Il
ADFEVIGTUIAS et \Y
INAICE A FIGUIAS ..ttt ettt ettt e sttt s e s s ssetenas IX
INAICE @ TADEIAS ...ttt ettt ettt aeane X
I [0 o Yo [ [or- o SR PPRRPPR 1
2. Tipos de micro parasitismo relativamente a interagdo patogénio — hospedeiro..... 3
3. Tipos de resisténcias das plantas a ataques de agentes patogénicos....................... 4
4. ResSpOStas de defESa...cciuiiiiiiiiiie e e 7
4.1. PTI—Linha de defesa primaria.......ccccccueieieiiiiee e 7
4.1.1. Reconhecimento das PAMPS/IMAIMPS .......ocuviiiiiiieiiiiiiiieeeeeseesiiiiseeeeesssesinns 8

4.2. ETlI—Linha de defesa seCUNdAria.....ccccceeeieiniiiiiiiiieeieeeeeee e 9
4.2.1.  Cascatas MAPK ..ot 10

5. Mecanismos de defesa estrutural.......c.cccooviiiiiieiiiiiii 12
5.1. Estruturas de defesainatas ........cccoceeriiriiiiieiieeneeeeeeeee e 12
5.2.  Estruturas de defesa induzidas.........cccceeveerieriiinieiieceeeeeee e 13
5.2.1. Formacdo de camadas de células suberizadas..........ccccceevrvrereeeeieiicnnnnnen. 13
5.2.2.  Formacdo de zonas de abCiS30......ccccuveeeeeeeeiiiinrreeeeee et e e e 14
5.2.3.  FOrmacdo de tilOSES.....cciureeiiiiiiiectieeeee et 15
YV S D 1T o To 1 [oF To e [l <o ] o = - 16
5.2.5.  Teor @m SiliCIO.....ceiiiiieiieeeee e s 16
5.2.6. Hipertrofia da parede celular.......ccooueeeiiiiioiiciniieeeee e, 17
5.2.7. Invélucros e colares haustoriais e deposicao de papila......cccccceeeeenennneee. 17
5.2.8. Defesa por reacdo citoplasmatica .....cccccceeeeecciiiieeee e, 20
5.2.9. Reacdo necrética estrutural através da resposta hipersensivel .............. 20

6. Mecanismos de defesa bioqQUIMICA......ccccvvieiiieiiiiiceeeee e 22
6.1. Resposta hipersensivel (HR) .......eeieiiiiieceeee e 22
6.2. Espécies de oxigénio reativas (ROS) ....cccveeeeeeeeieiiiiieeeeieeeeeireirreeeee e e e eesevnneees 23
6.3, Proteinas PR.... .o 25
6.4. Metabolitos SECUNANIOS ....cccuuiiiiiiiiiiieeiee e e 27
7. Defesa por silenciamento de SENES .......uivviviiieiieiiiie e 32



8. Viasdesinalizagdo hormonal........coo v 34

8.1.  ACIO SANCIICO (SA) vttt et ettt ese e e st et eseneeeeneeene 34
8.2, AcCidO JaSMONICO (JA) cuvivieriieeeeteeieeeeeeeteeeeeee ettt en e 35
I8 TR = ] =T Vo T = ) OO P RO PRTPRRPO 37
9. Mecanismos de resisténcia INdUZida ........coceeieeriieniineee e 38
9.1. Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR)....cueeeviiieiieeeee e 38
9.2. Resisténcia Sistémica INduzida (ISR) .....cccveeeiiieeiieeeie e 39
(60] 3 Vol [V - o T TP TPROPPROT 41
RETEIBNCIAS ..ttt ettt b e s e ne e s an e e nee e 44

Vi



[NDICE DE FIGURAS

Figura 1 Representacdo esquematica do reconhecimento das moléculas padrao
associadas ao patogénio (PAMPs) (circulos verdes) pelos recetores de reconhecimento

padrao (PRRs) (a amarelo). P — Patogénio; C — Célula hospedeira.........cccceeeuvvveeeecineeenns 8

Figura 2 Representacdo esquematica da ativacdo das proteinas de resisténcia
pertencentes a familia das “Nucleotide-Binding Site Leucine-Rich Repeat Proteins” quer
por detecdo direta (esquerda) ou indireta (direita) das moléculas efetoras. (DeYoung &

INNES, 2006) ....veeeieiiieeeeeiiee ettt e e e seree e s et e e e et e e e saae e e e eeabteeeeenabeeeeeanaeeeeenreeeeeanrraeeeanns 10

Figura 3 Representacdo esquematica das cascatas de fosforilacdo de proteina quinase

ativada por mitdgeno (IMAPK). ......ooi it e e 10

Figura 4 Formacdo de camada suberizada (CL) entre as dreas infetada (l) e saudavel (H)

(o R o] L N (S [V =T o =) PP 14
Figura 5 Esquema de formagao da zona de abcisao (Agrios, 2004)........ccccceccvveeeecnneenn. 15

Figura 6 Lesdes de crivado causadas por Stigmina carpophila (Lév.) M.B.Ellis em

PESSEZUEIIO (LUZ, 2018). ...uriieieeiiiee ettt e et e et e e e are e e e e earae e e s ennaeeeeennaeeeas 15

Figura 7 Desenvolvimento de tiloses nos vasos xilémicos. Cortes longitudinal (A) e
transversal (B) de vasos saudaveis (esquerda) e vasos com tiloses. Os vasos a direita

estdo completamente entupidos com tiloses. (Agrios, 2004) .......ccccceeeeviieeeeecreeeeeennne. 16

Figura 8 Estruturas associadas a parede celular comumente observadas nos locais de
infecdo causados por mildio e outros fungos patogénicos. (A) Tentativa de penetracdo
de um fungo interrompida pela deposicdo de aposicdes da parede celular (azul). A
imagem ilustra uma vista de cima do local de penetracdo, como a visualizacdo em
microscopico 6tico. (B) Evento de penetracdo sucedida, na qual o fungo formou uma
estrutura de alimentacdo (haustério). Os materiais de aposicdo da parede celular
formam um colar envolvendo o haustério, no ponto de infecdo. (C) Haustério
parcialmente cercado pelo invdlucro. Este invdlucro contém materiais semelhantes aos
das aposicOes da parede celular. (D) Haustério completamente aprisionado. CW, parede

celular; PM, membrana plasmatica; C, conidio; PGT, tubo germinativo primario; AGT,



tubo germinativo apressorial; PP, ponto de penetragao; H, haustério; EHM, membrana
extra-haustorial; NB, colar haustorial; P, papila (ex. aposicdes da parede celular); E,

invélucro haustorial. (Underwood, 2012) .......cccveeeiieeiiieeciee et eire e e 19

Figura 9 Estagios de desenvolvimento da rea¢do de defesa necrética numa célula de
uma variedade de batata muito resistente ao fungo Phytophthora infestans. N, nucleo;
PS, suportes protoplasmaticos; Z, zodsporo; H, hifa; G, material granular; NC, célula

NECrOtica. (AGrIOS, 2004) ....eeeeeeeiee e eeiee et e et e e et e e e et e e e e s bba e e e s enraee e e easaeeeennaeaens 21

Figura 10 Representacdo esquemadtica da reposta hipersensivel. Mesmo antes da
penetracdo da membrana celular pelo patogénio, o nucleo migra em direcdo ao
patogénio (a — b); formam-se filamentos citoplasmaticos (b), e observa-se um aumento
da atividade nuclear (c). Apds a infecdo, os granulos comecam a formar-se (d) e a
atividade do nucleo é interrompida. O nucleo e os vacuolos come¢cam a degenerar (e),

terminando no colapso do protoplasto (f). Adaptado de (Camagna & Takemoto, 2018).

Figura 11 (A) Folha de variedade de tabaco suscetivel ao virus do mosaico do tabaco

com sintomas visiveis de infecdo. (B) Resposta hipersensivel em folha de variedade de

tabaco resistente ao virus do mosaico do tabaco. (Chakraborty et al., 2017) .............. 23
Figura 12 Metabolitos secundarios das plantas. (Zaynab et al., 2018).........ccccceeeuuneee. 29
Figura 13 Cadeia dupla de RNA (dsRNA). Adaptado de (Zhu, 2017).....ccccceecuvvveeennneenn. 32

Figura 14 Complexo de inducdo do silenciamento de RNA composto pela proteina

Argonaute e a cadeia guia de RNA de interferéncia curta (siRNA). Adaptado de (World,

Figura 15 Representacdo esquematica do mecanismo de defesa contra viroses através
do silenciamento de genes: clivagem da cadeia dupla de RNA pela DICER e posterior
ligacdo do complexo de inducdo do silenciamento de RNA (RISC) e ao mRNA alvo levando

a sua degradacdo. Adaptado de (ZhU, 2007)...ueeeeeieeiieiciiieeeeee e 33

Figura 16 Esquema da sintese de etileno. Adaptado de (“Ethylene pathway selection,”

[0 1o 18 TSRO 37



Figura 17 Resisténcia sistémica adquirida (SAR) induzida pela exposi¢do de stress bidtico
ou abidtico dependente da fitohormona dacido salicilico (SA) e associada a acumulagao

de proteinas PR. Adaptado de (Vallad & Goodman, 2004).........ccccceveeeeeeireeeeeecneeeeennee 38

Figura 18 Resisténcia sistémica induzida (ISR) incitada pela exposi¢cdao das raizes a
estirpes especificas de rizobactérias promotoras do crescimento (PGPR), dependente

das fitohormonas acido jasmonico (JA) e etileno (ET). Adaptado de (Vallad & Goodman,

[NDICE DE TABELAS

Tabela 1 Classificacdo das proteinas relacionadas com a patogénese (Van Loon & Van

SEFEN, 1999). ..ttt s enn e snneas 26

Xl



1. INTRODUCAO

Muitos microrganismos associados a plantas sdo patogénios que prejudicam o seu
crescimento e reprodugao. Embora ndo tenham um sistema imunoldgico comparavel ao
dos animais, para sobreviver as ameagas continuas, as plantas desenvolveram uma
gama impressionante de defesas estruturais e quimicas, que tanto podem estar
naturalmente presentes como ser induzidas, destinadas a detetar organismos invasores
e deté-los antes que causem danos extensivos (Beattie & Freeman, 2008; Broekaert,

Delauré, De Bolle, & Cammue, 2006).

A visdo atual do sistema imunoldgico das plantas é que este pode ser dividido em
dois niveis de reconhecimento, distinguidos através de sinais de percecdo para iniciar a
resposta e a natureza ou severidade da resposta de defesa exibida (Underwood, 2012).
O primeiro nivel de reconhecimento envolve recetores de reconhecimento padrao
(PRRs — do inglés “Pattern Recognition Receptors”) que reconhecem padrdes
moleculares associados a patogénios (PAMPs — do inglés “Pathogen-Associated
Molecular Patterns”). Esse tipo de imunidade é uma resposta de defesa basal chamada
de imunidade desencadeada pelas PAMP (PTI —do inglés “PAMP Triggered Immunity”).
O segundo nivel do sistema imunoldgico da planta é realizado por proteinas de
resisténcia (proteinas R) das plantas que reconhecem efetores especificos de patogénios
(proteinas Avr) e ativam os mecanismos de defesa da planta de uma forma muito mais
eficaz (Kaloshian, 2004; Spoel & Dong, 2012). Este tipo de resisténcia é denominada por
imunidade desencadeada por efetores (ETI — do inglés “Effector Triggered Immunity”) e
frequentemente ativa respostas de hipersensibilidade (HR — do inglés “Hypersensitive
Response”) que incluem morte celular programada em células infetadas (Mur, Kenton,
Lloyd, Ougham, & Prats, 2007). Posteriormente a PTl e a ETI desencadeiam eventos
importantes como a producdo de espécies de oxigénio reativas (ROS — do inglés
“Reactive Oxygen Species”) e a ativacdao de proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPKs — do inglés “Mitogen-Activated Protein Kinases”) (Muthamilarasan & Prasad,
2013). Os dois tipos de imunidade inata podem ativar as mesmas respostas, mas a ETI é

muito mais robusta (Tao et al., 2003).



No que diz respeito as vias de sinaliza¢do a jusante, induzidas pela ETI e PTI,
destacam-se trés hormonas: acido salicilico (SA — do inglés “Salicylic Acid”), acido
jasmoénico (JA — do inglés “Jasmonic Acid”) e etileno (ET — do inglés “Ethylene”).
Enquanto a via SA estimula respostas de resisténcia a patogénios biotréficos e
hemibiotréficos, as vias JA e etileno sdo geralmente induzidas contra patogénios
necrotréficos (De Vleesschauwer, Xu, & Hofte, 2014). O SA, por sua vez, ativa uma
resposta de resisténcia induzida denominada por resisténcia sistémica adquirida (SAR —
do inglés “Systemic Acquired Resistance”), que promove a expressao de genes PR e
fornece defesa de longo prazo contra um amplo espectro de patogénios (Grant & Lamb,
2006). O JA e ET estdo associados a mediagao da resisténcia sistémica induzida (ISR —do
inglés “Induced Systemic Resistance”), induzida por rizobactérias. Embora as vias de
sinalizacdo de defesa SA, JA e ET tenham diferencas substanciais na expressao genética,
interagem entre si para ajudar a planta a escolher a melhor estratégia de defesa

(Glazebrook, 2005).

As plantas apresentam ainda um tipo de defesa relacionada com o silenciamento
de genes que, embora esteja envolvida em processos bioldgicos como a regulacdo da
expressdao de genes enddgenos e a manutencdo da estabilidade do genoma, é
particularmente interessante na defesa contra virus. Esta denomina-se por

silenciamento de genes induzido por virus.



2. TIPOS DE MICRO PARASITISMO RELATIVAMENTE A INTERACAO PATOGENIO — HOSPEDEIRO

A natureza da interagdo patogénio - hospedeiro diz respeito ao tipo de micro
parasitismo. Existem trés tipos de microrganismos, consoante o seu parasitismo:
necrotréficos, que matam as células do hospedeiro, normalmente através da
segregacado de enzimas hidroliticas e fitotoxinas que degradam os polimeros da parede
celular, enquanto as colonizam, alimentando-se dos tecidos mortos (De Silva et al.,
2016; Mendgen & Hahn, 2004); biotréficos, que que penetram a parede celular, através
de estruturas de alimentacdo, absorvendo nutrientes e suprimindo as defesas do
hospedeiro, mantendo a sua viabilidade (Laluk & Mengiste, 2010) e hemibiotroficos,
gue exibem ambas as formas da aquisicio de nutrientes, passando de uma fase
biotréfica precoce para necrotrofica em estados posteriores da doenga, como por
exemplo o mildio da batateira e tomateiro causado por Phytophthora infestans (Mont.)
de Bary e a antracnose causada por Colletotrichum spp. (De Silva et al., 2016; Laluk &
Mengiste, 2010; Mendgen & Hahn, 2004; Schulzen-Lefert & Panstruga, 2003; Stone,
2001; Underwood, 2012).

Ao contrario dos microrganismos necrotroficos, que matam rapidamente as
células vegetais para se alimentarem posteriormente como saproéfitas (por exemplo, um
fungo que infeta plantas de milho como Cochliobolus heterostrophus (Drechsler)
Drechsler (1934), os biotréficos e hemibiotroéficos interagem com as células vivas da
planta durante todo ou parte do seu ciclo de vida, aplicando estratégias subtis de
interacdo com a parede celular (Laluk & Mengiste, 2010; Mendgen & Hahn, 2004;
Underwood, 2012). No que diz respeito aos organismos biotréficos, estas interacdes
podem ser realizadas por vdrias vias: intercelular, como é o caso do mecanismo de
infecdo do fungo Cladosporium fulvum Cooke; subcuticular, no caso do fungo Venturia
inaequalis (Cooke) G. Winter; inter e intracelular, como o dos fungos Claviceps purpurea
(Fr.: Fr.) Tul. (1883) e Ustilago maydis (DC.) Corda (1842); extracelular, com haustdrios
dentro das células epidérmicas, como no caso dos fungos causadores de oidio;
intercelular com haustérios nas células do parénquima, como no caso dos fungos

dicaridticos e dos pseudofungos causadores de mildio (Mendgen & Hahn, 2004).

Esta diferenca de interacdo sustenta a divergéncia da patogénese bem como as



respetivas estratégias de defesa das plantas (Laluk & Mengiste, 2010; Underwood,

2012).

3. TIPOS DE RESISTENCIAS DAS PLANTAS A ATAQUES DE AGENTES PATOGENICOS

A resisténcia das plantas a agentes patogénicos pode ser caracterizada de trés
maneiras distintas, consoante o tipo de reacao destas a ataques. Resisténcia por nao-
hospedeiro, quando as plantas ndo pertencem ao leque de hospedeiros do patogénio;
resisténcia verdadeira, quando possuem genes de resisténcia (genes R) direcionados
contra os genes avirulentos do patogénio ou resisténcia aparente, quando, por varias

razoes, as plantas escapam ou toleram a infegdo (Agrios, 2004).

A resisténcia por nao-hospedeiro define a resisténcia de completas espécies de
plantas contra um agente patogénico especifico (Lee et al., 2017), sendo considerada
como o sistema imunitdrio das plantas mais duradouro e eficiente (Kou & Wang, 2010).
Segundo Lee et al. (2017), os multiplos componentes de defesa das plantas estdo
envolvidos, de forma complexa, com a resisténcia das plantas aos organismos
patogénicos. Heath (1981) sugeriu ainda que a resisténcia por ndo-hospedeiro consiste
em fatores de defesa complexos que incluem uma barreira fisica ou quimica e uma

resposta ativa ao ataque.

A resisténcia verdadeira é determinada pela resisténcia das plantas a doenca,
controlada geneticamente pela presenga de um ou mais genes de resisténcia. Na
resisténcia verdadeira, a planta hospedeira e o agente patogénico ndo sdo totalmente
compativeis, quer devido a falta de reconhecimento quimico, quer pelo facto da planta
se conseguir defender do agente patogénico (Agrios, 2004). A resisténcia verdadeira

pode dividir-se ainda em resisténcia quantitativa e resisténcia qualitativa.

Quando um agente patogénico ataca a planta hospedeira, os genes deste sdao
ativados, produzindo e libertando todas as armas de ataque (enzimas, toxinas, etc.)
contra a planta que pretende infetar. Por sua vez, a planta dispde de genes cujas funcdes
sdo de protecdo, codificando substdncias quimicas tdxicas aos patogénios ou
neutralizando as toxinas libertadas por estes, e genes responsaveis pela producdo e

regulacdo de estruturas fisicas que podem atrasar ou impedir o avanco do agente



patogénico. Aquando do ataque pelo agente patogénico, a planta reage, utilizando
diferentes combinagGes destas substancias quimicas toxicas e defesas estruturais, pré-
existentes ou induzidas, que permitem com que se defenda parcial ou completamente.
Este tipo de defesa ou resisténcia é conhecido por quantitativa, poligénica, geral, ou
horizontal pois, € mediada por multiplos genes ou loci de caracteristicas quantitativas
(QTLs — do inglés “Quantitative Trait Loci”) responsdveis pela presenga ou formacdo e
producdo de vdrias estruturas ou substincias de defesa, respetivamente,
providenciando um aumento parcial da resisténcia (Agrios, 2004; Kou & Wang, 2010). A
resisténcia quantitativa é a mais importante ou Unica forma de resisténcia a
microrganismos necrotroficos e alguns biotréficos (Poland, Balint-Kurti, Wisser, Pratt, &
Nelson, 2008) . Contudo, segundo Laluk e Mengiste (2010), este tipo de resisténcia
verifica-se quando o microrganismo necrotréfico ndo tem hospedeiros especificos,
exigindo que a defesa do hospedeiro seja mais complexa, uma vez que envolve muitos

genes e vias para a resisténcia total.

Em combinag¢Oes planta-patogénio, especialmente aquelas que envolvem
oomicetas biotréficos, fungos, bactérias, nematodos e virus, a defesa da planta
hospedeira é através da presenca de pares correspondentes de genes justapostos para
a doenga na planta e patogénio. A planta hospedeira tem um ou mais genes de
resisténcia (genes R) por patogénio, capazes de atacar, enquanto cada patogénio tem
genes avirulentos (genes Avr), correspondentes para cada gene R da planta hospedeira.
Os genes Avr servem de impulsionador para ativar os genes R. Aquando esta ativacao,
desencadeiam-se uma série de reacdes de defesa que neutralizam ou eliminam o
patogénio especifico que tem o gene de aviruléncia correspondente, enquanto as
células infetadas e as vizinhas morrem. Este tipo de defesa ou resisténcia é designada

por qualitativa, monogénica, gene R ou vertical (Agrios, 2004).

A resisténcia verdadeira é geralmente controlada por genes localizados no
cromossoma das plantas. Contudo, existem determinadas doencas para as quais a
resisténcia é controlada por material genético presente no citoplasma da célula,

designando-se por resisténcia citoplasmatica (Agrios, 2004).

A resisténcia aparente verifica-se nas plantas suscetiveis a determinada patologia,

mas que permanecem livres de infegdo e sintomas, geralmente resultado de uma



incapacidade de infe¢do por parte do agente patogénico ou por tolerarem essa infegao.
A incapacidade de infecdo ocorre sempre que plantas geneticamente suscetiveis nao
sdo infetadas, devido ao facto dos trés fatores necessdrios para a doenca (hospedeiro
suscetivel, patogénio virulento e ambiente favoravel) ndo se verificarem ao mesmo
tempo, ou durante tempo suficiente. Para além destes podem verificar-se outros fatores
que permitem a planta ndo ser infetada pelo agente patogénico, tais como os que
afetam a sobrevivéncia, infecciosidade, multiplicacdo, e/ou disseminacdo deste. A
tolerancia a doenca reflete-se na capacidade que as plantas tém para produzir
satisfatoriamente, ainda que infetadas, resultado de caracteristicas especificas e
hereditarias que permitem que o patogénio se desenvolva e multiplique, quer pela falta
de locais recetores ou pela inativacdo ou compensacdo das substancias toxicas

libertadas por este (Agrios, 2004).



4. RESPOSTAS DE DEFESA

As plantas desenvolveram um sistema imunolégico multicamadas para proteger
as células individuais de infecdes causadas por patogénios. Esse processo é denominado
imunidade inata e é fundamental para a sua sobrevivéncia (Cui, Tsuda, & Parker, 2015).
Para tal, as plantas utilizam dois tipos de resposta de defesa para reconhecer e
responder aos desafios do patogénio (DeYoung & Innes, 2006): um primario com origem
extracelular, que pode desencadear respostas de largo espetro e outro, com origem
intracelular, com reconhecimento muito especifico do agente patogénico (Faulkner,

2016).

4.1. PTI— LINHA DE DEFESA PRIMARIA

O reconhecimento extracelular ocorre no primeiro instante, aquando o contacto
do agente patogénico com a superficie das células. Este tem associadas moléculas-
padrdo (PAMPs/MAMPs — do inglés “Microbe-Associated Molecular Patterns”),
libertadas a medida que a integridade da célula hospedeira se altera (Lee et al., 2017)
gue, por sua vez, sao reconhecidas pelos recetores transmembranares das células
(PRRs), principalmente localizados na membrana plasmatica (Lee et al., 2017). O
reconhecimento por parte dos recetores ativa a resposta imunitdria basal ou inata — a
primeira linha de defesa —, denominada por imunidade desencadeada pelas “PAMPs”
(PTI) (Bent, Andrew F.; Mackey, 2007; DeYoung & Innes, 2006). Assim que a PTI é ativada
induz-se uma matriz de respostas celulares, que compreendem cascatas de fosforilagao
de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), fluxo de ides através da membrana
celular, producdo de espécies de oxigénio reativas (ROS) e reforco da parede celular
através da deposicdo de papila nos locais de detecdo do patogénio (Nejat & Mantri,

2017; Nicaise, Roux, & Zipfel, 2009; Underwood, 2012).

A PTI normalmente evita que microrganismos ndo adaptados, ou seja, incapazes
de superar esta barreira, infetem a planta sendo, portanto, uma barreira importante

contra doencas (Cui et al., 2015).



4.1.1. RECONHECIMENTO DAS PAMPs/MAMPs

Quando o patogénio consegue ultrapassar as
barreiras fisicas da planta, chegando as células desta, é

sujeito a um reconhecimento molecular. As plantas nao

tém células circulantes especializadas no

reconhecimento de microrganismos. Em contrapartida,

cada célula é capaz de fazer o reconhecimento e

responder de forma independente. Esta identificacdo é Figura 1 Representacdo esquemdtica

do reconhecimento das moléculas
feita pelos recetores de reconhecimento padrao (PRR), padrio associadas ao  patogénio

(PAMPs)  (circulos verdes) pelos
localizados na superficie das células, que podem ser recetores de reconhecimento padréo

(PRRs) (a amarelo). P — Patogénio; C -
quinases recetoras (RKs — do inglés “Receptor Kinases”) célula hospedeira
ou proteinas semelhantes a recetores (RLPs — do inglés “Receptor-Like Proteins”) e que
contém varios ectodominios de ligacdo a ligantes, identificando moléculas-padrao
associadas ao patogénio ou dano (PAMPs/DAMPs — do inglés “Damage-Associated
Molecular Patterns”) (Zipfel, 2008, 2014). As PAMP também podem ser referidas como

moléculas-padriao associadas a microrganismos (MAMPs), uma vez que ndo se

restringem a microrganismos patogénicos.

A percegao das PAMPs (Figura 1) constitui a primeira linha de defesa do sistema

inato das plantas, sendo referida como imunidade desencadeada pelas PAMPs (PTI).

E importante ressaltar que a PTl tem o potencial de afastar vérios microrganismos,
patogénicos ou ndo, devido a natureza conservativa das PAMPs, como flagelos de
bactérias e quitina dos fungos, uma vez que permanecem inalteraveis ao longo da
hierarquia taxondmica (espécie, género, familia ou classe). Assim, os PRRs podem
representar resisténcia a maioria dos patogénios ndo adaptados, bem como contribuir
para a imunidade basal, que é a imunidade induzida pelas PAMPs, durante a infecdo
(Shamrai, 2014; Zipfel, 2014). A falta deste processo leva a maior suscetibilidade das

plantas a doencas (Zipfel, 2008).



4.2. ETI— LINHA DE DEFESA SECUNDARIA

Para contornar a PTI, os patogénios, através da formagao de estruturas invasoras
especializadas ou introducdo de moléculas efetoras especificas nas células hospedeiras,
tentam suprimir as atividades dos componentes de sinalizagdo destas (Faulkner, 2016;
Rodriguez, Peterson, & Mundy, 2010). Se o patogénio for bem sucedido, e superar a
primeira linha de defesa, invadindo o espaco intracelular, é acionada uma segunda linha
de defesa denominada por imunidade desencadeada por efetores (ETI) (Faulkner,
2016). Neste mecanismo secunddrio, os agentes patogénicos, nomeadamente as suas
moléculas efetoras, responsaveis pela viruléncia (avr), sdo reconhecidas, ao entrarem
na célula, por recetores especificos, codificados por genes de resisténcia (genes R). Estes
recetores sdo proteinas de resisténcia pertencentes a familia das NBS-LRR (do inglés
“Nucleotide-Binding Site Leucine-Rich Repeat Proteins”), caracterizadas por terem um
local de ligacdo a nucleétidos (NBS — do inglés “Nucleotide-Binding Site”) e outro de
repeticdes ricas em leucina (LRRs — do inglés “Leucine-Rich Repeat”) (DeYoung & Innes,
2006; Faulkner, 2016; Rodriguez et al., 2010). Os recetores NB-LRR podem reconhecer
efetores de patogénios diretamente por associacdo fisica ou indiretamente por meio de
uma proteina acessoria que faz parte do complexo da proteina NB-LRR (Figura 2) (Dodds
& Rathjen, 2010). Nas plantas, as proteinas NB-LRR especificam a resisténcia gene para
gene para animais, fungos, bactérias e virus, e coletivamente constituem um sistema de
detecdo de patogénios abrangente (Van Der Biezen & Jones, 1998). A ETI desencadeia
uma panoéplia de processos que incluem a geracdo de ROS, cascatas de MAPKs e picos
de CA?* (Buscaill & Rivas, 2014), restabelece e amplifica os programas de transcri¢do
basal da PTlI e as defesas antimicrobianas, como as enzimas quitinases e B-1,3-
glucanase, e é tipicamente acompanhada pela resposta hipersensivel (HR), uma
programacao rapida da morte da célula no local de infecdo com o fim de restringir que
o patogénio se alastre (Cui et al., 2015; Jones & Dangl, 2006; Lee et al., 2017; Oliveira,
Varanda, & Félix, 2016).
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Figura 2 Representagdo esquemdtica da ativagdo das proteinas de resisténcia
pertencentes a familia das “Nucleotide-Binding Site Leucine-Rich Repeat Proteins”,
quer por detegdo direta (esquerda), quer por indireta (direita) das moléculas efetoras

do agente patogénico. (DeYoung & Innes, 2006)

4.2.1. CascatAs MAPK

As cascatas MAPK s3do mddulos, altamente
conservados a jusante dos PRRs, de trés tipos de
quinases reversivelmente fosforiladas (MAP, MAPK e
MAPKK), que transmitem e amplificam sinais levando a
fosforilacdo de proteinas do substrato, cujas atividades
alteradas medeiam uma ampla gama de respostas,
incluindo mudancas na expressdao genética (Figura 3)
(Chang & Karin, 2001; Rodriguez et al., 2010; Widmann,
Gibson, Jarpe, & Johnson, 1999). As cascatas MAPK
desempenham um papel fundamental na sinalizacdo da
defesa das plantas contra o ataque de patogénios, uma
vez que a ativacdo destas é um dos primeiros eventos de
sinalizagdo apos a detegdo de PAMPs e/ou efetores dos

patogénios (Meng & Zhang, 2013). Estdo envolvidas

b

Reconhecimento
das PAMPs

MAPKKK

MAPKK

QD

Expressdo genética

5
s

Figura 3 Representagdo esquemdtica
das cascatas de fosforilagdo de
proteina  quinase  ativada  por
mitégeno (MAPK).

na sinalizagdo de multiplas
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respostas de defesa, incluindo a biossintese/sinalizagdo de hormonas de defesa/stress
das plantas, geracdo de espécies de oxigénio reativas (ROS), fecho estomatico, ativacao
de genes de defesa, biossintese de fitoalexinas, fortalecimento da parede celular e

resposta hipersensivel (HR) (Meng & Zhang, 2013).
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5. MECANISMOS DE DEFESA ESTRUTURAL

A primeira linha de defesa da planta contra patogénios é a sua superficie, a qual
estes uUltimos tém de aderir e penetrar para causar doenca (Agrios, 2004). Apesar da
epiderme ter variadas fungdes, a mais importante é a de prover prote¢do aos tecidos
fotossintéticos e vasculares, delicados e de vital importancia, que se encontram abaixo
(Zeyen, Carver, & Lyngkjaer, 2002). Para assistir nesta fun¢do, a epiderme possui
algumas estruturas de defesa inatas, ou seja, que estdao naturalmente presentes na
planta mesmo antes do contacto com o agente patogénico (Agrios, 2004; Dickison,
2000) e outras que estdo ausentes na planta sauddvel, mas que se comegam a formar
assim que se da o ataque e em resposta a infecdo causada por este, designadas por

estruturas de defesa induzidas (Singh & Singh, 2005).

5.1. ESTRUTURAS DE DEFESA INATAS

As estruturas de defesa inatas incluem a quantidade e qualidade de ceras e
cuticulas, que tém um papel de protecdo da superficie de folhas e frutos ao formar uma
camada hidrofdbica que atua como repelente da agua e previne a retencdo de gotas ou
filme de dgua na qual os patogénios se podem depositar para germinar ou multiplicar
(Agrios, 2004; Singh & Singh, 2005); a estrutura da parede das células epidérmicas que,
sendo grossa e resistente torna a entrada direta de fungos patogénicos dificil ou até
impossivel (Singh & Singh, 2005); o tamanho, localizagdao e forma dos estomas,
lenticelas e hidatodos, que podem dificultar a entrada do agente patogénico, quer por
ndo estarem abertos (por exemplo no caso da ferrugem do caule do trigo provocada
pelo fungo Puccinia graminis (Pers.) f.sp. tritici, quer por terem uma entrada estreita
(como é o caso do cancro bacteriano dos citrinos provocado pela bactéria Pseudomonas
syringae van Hall). Relativamente aos estomas, e no caso das lenticelas, o seu pequeno
tamanho pode proteger contra a entrada de patogénios tal como Helminthosporium
papulosum Anth. Berg em maca, por exemplo (Agrios, 2004; Singh & Singh, 2005); a coifa
e a mucilagem das raizes, que proporcionam uma capa protetora ao longo da parede
celular epidérmica ou, através da lubrificacdo, previne feridas excessivas das raizes,

resultantes da abrasdo provocadas pelas particulas de solo, reduzindo o potencial de
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invasdao por patogénios do solo, no caso da mucilagem (Singh & Singh, 2005); o
tegumento das sementes, que providencia uma barreira efetiva contra a penetragao de
muitos patogénios (Singh & Singh, 2005); barreiras fisicas internas, que pressupdem a
presenca de tecidos constituidos por células com parede mais espessa, impedindo o
avanco do patogénio na planta: por exemplo, a presenca de areas extensas de células
do esclerénquima podem parar a propagacado de patogénios como a ferrugem do caule

dos cereais (Agrios, 2004; Singh & Singh, 2005).

5.2. ESTRUTURAS DE DEFESA INDUZIDAS

As estruturas de defesa induzidas podem ser histoldgicas, envolvendo a
formacdo de camadas de células suberizadas, formacdo de zonas de abcisao, formagao
de tiloses e deposi¢cao de gomas, ou celulares, envolvendo altera¢gdes morfolégicas na
parede celular ou derivadas destas serem invadidas pelo patogénio, que incluem
hipertrofia da parede celular, envolvimento da hifa de penetracao e deposi¢cao de
papila (Agrios, 2004; Singh & Singh, 2005). Podem ainda ocorrer os processos de rea¢ao
de defesa citoplasmatica, quando as estruturas de defesa envolvem o citoplasma das
células atacadas e reacao de defesa necrética ou hipersensivel, que se baseia na morte
da célula invadida, com o objetivo de proteger a planta hospedeira do desenvolvimento

da patogénese (Agrios, 2004).

5.2.1. FORMACAO DE CAMADAS DE CELULAS SUBERIZADAS

A infecdo de plantas por alguns patogénios induz a formacdo de varias camadas
de células suberizadas imediatamente a seguir ao ponto de infe¢do (Figura 4), resultado
da estimulacdo das células hospedeiras por substancias segregadas pelo patogénio
(Singh & Singh, 2005). Esta camada ndo soé inibe a propagacdo do agente patogénico,
como bloqueia a proliferacdo de substancias toxicas que este ultimo possa produzir
(Agrios, 2004; Singh & Singh, 2005). Adicionalmente as camadas de células encortigadas
impedem a passagem de nutrientes e agua das células sauddveis para as infetadas,
privando o patogénio de se nutrir (Agrios, 2004). Os tecidos mortos, que incluem o

patogénio, sdo, entdo, delimitados pelas camadas de cortica, formando lesdes
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necréticas (pontos) uniformes, em tamanho e forma, para uma combinagao hospedeiro-
patogénio especifica. Em certas combina¢cdes hospedeiro-patogénio, os tecidos
necrdticos sdo empurrados para fora pelos tecidos saudaveis subjacentes e as crostas
das feridas podem-se destacar, removendo completamente o patogénio do hospedeiro

(Agrios, 2004).

A eficacia destas camadas depende da velocidade com que é produzida, apés a
infecdo, da espessura e grau de impregnacdo das suas paredes com suberina ou lenhina

e das propriedades do patogénio em particular (Singh & Singh, 2005).

Epidermis

Figura 4 Formagdo de camada suberizada (CL) entre as dreas infetada (I) e sauddvel (H) da folha (esquerda).
Formagdo de camadas de células suberizadas num tubérculo de batata apds infecdo por Rhizoctonia solani Kiihn

(direita). (Agrios, 2004)

5.2.2. FORMACAO DE ZONAS DE ABCISAO

As zonas de abcisdo sdo formadas em folhas jovens e ativas de arvores do género
Prunus, apds infecdo por qualquer tipo de patogénio (Figura 6). Estas consistem numa
falha entre duas camadas circulares das células das folhas que rodeiam o local de infecao
(Figura 5). Apds infecdo, a lamela entre essas duas camadas é dissolvida em toda a
espessura da folha, cortando completamente a drea central da infe¢do. A zona infetada
vai secando e encolhendo até se destacar completamente do resto da folha,
transportando consigo o patogénio. Adicionalmente, com esta darea infetada, vao
algumas células ainda saudaveis, com o objetivo de proteger o restante tecido foliar de
nova infecdo ou de substancias toxicas segregadas pelo agente patogénico (Agrios,

2004; Singh & Singh, 2005).
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Abscission layer
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Lignified cells

Abscission layer

Figura 6 Lesées de crivado causadas por Stigmina carpophila
de abcisdo (Agrios, 2004). (Lév.) M.B.Ellis em pessegueiro (Luz, 2018).

Figura 5 Esquema de formagdo da zona

5.2.3. FORMACAO DE TILOSES

As tiloses sdo supercrescimentos do protoplasto das células vivas do parénquima
adjacente, que se projetam nos vasos xilémicos, através das cavidades das paredes
lenhificadas destes (Figura 7). Estas tém paredes celuldsicas e podem, dependendo do
tamanho e numero, bloquear o vaso completamente. O timing e rapidez da formacao
das tiloses determina se o seu papel serd defensivo ou um dos fatores para, por si so,
causar doencga (Singh & Singh, 2005). Em certas variedades de plantas, as tiloses
formam-se abundante e rapidamente a frente do patogénio, enquanto este ainda se
encontra nas raizes jovens, bloqueando a sua progressdo (Agrios, 2004). E exemplo
deste fendmeno a fusariose da batata doce (Fusarium oxysporum f. sp. batatas
(Wollenweber) Snyder et Hansen), o que faz com que a batata doce permaneca livre do
patogénio e, consequentemente, tolerante ao mesmo (Agrios, 2004; Singh & Singh,
2005). Contrariamente, variedades em que a formacdo de tiloses é lenta e pouca ou

nenhuma, tornam o hospedeiro suscetivel ao patogénio (Agrios, 2004).
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Figura 7 Desenvolvimento de tiloses nos vasos xilémicos. Cortes
longitudinal (A) e transversal (B) de vasos sauddveis (esquerda) e
vasos com tiloses. Os vasos a direita estdo completamente
entupidos com tiloses. (Agrios, 2004)

5.2.4. DEPOSICAO DE GOMAS

Existem variados tipos de gomas produzidos por plantas em redor das lesdes apds
infecdo por patogénios ou feridas. O papel defensivo das gomas baseia-se na sua rapida
deposicdo no espacos intercelulares e dentro das células que circundam o local infetado,
formando, deste modo, uma barreira impenetravel que isola completamente o
patogénio, que, na auséncia de nutrientes, acaba por morrer (Agrios, 2004; Singh &
Singh, 2005). Este mecanismo é observado na cultura do arroz nas doengas piriculariose,
provocada pelo fungo Magnaporthe grisea (T. T. Hebert) M. E. Barr, e “mancha parda”,

provocada pelo fungo Helminthosporium oryzae Breda de Haan (Singh & Singh, 2005)

5.2.5. TEOREMSILICIO

Embora o Silicio (Si) esteja presente em quantidades equivalentes em relagdo aos
macronutrientes Ca, Mg e K na maior parte das plantas, nas gramineas estd presente
em quantidades superiores que estes ultimos. Segundo Zeyen, Ahlstrand, and Carver
(1993), a participacdo do silicio nos processos bioquimicos e fisiolégicos, que levam a
saude, resisténcia a doencas e defesa contra insetos em gramineas, é de extrema

importancia.
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Segundo Volk, Kahn, e Weintraub (1958), o contetdo em silicio nas folhas de arroz
“Caloro” e a suscetibilidade desta variedade ao fungo Magnaporthe grisea, estdao
relacionados inversamente. Tanto o teor em silicio como o grau de suscetibilidade das
folhas estdo relacionados com a quantidade de silicatos presentes nas raizes. Deste
modo, Volk et al. (1958) presumem que o silicio, combinado com um ou mais
componentes da parede celular, formam um complexo relativamente resistente ao
ataque das enzimas extracelulares do fungo Magnaporthe grisea, diminuindo assim a
penetracado das hifas nas folhas. Mais tarde Rodrigues, Jurick, Datnoff, Jones, e Rollins
(2005) comprovam que, para além do teor em silicio aumentar a resisténcia a doenga,
provocada pelo fungo Magnaporthe grisea, fornece caracteristicas citoldgicas e

moleculares associadas a este fendmeno.

5.2.6. HIPERTROFIA DA PAREDE CELULAR

As células epidérmicas e subepidérmicas, em contacto com bactérias
incompativeis ou microrganismos de penetragao direta, aumentam de volume, ou seja,
sofrem hipertrofia, e produzem um material amorfo e fibrilar que envolve e retém o

microrganismo patogénico, impedindo que este se multiplique (Agrios, 2004).

5.2.7. INVOLUCROS E COLARES HAUSTORIAIS E DEPOSICAO DE PAPILA

O reforco ativo da parede celular através da deposicdo de aposicoes, referida
como papila, € uma resposta inicial a percecdo de numerosas categorias de patogénios
incluindo fungos e bactérias. A deposicdo rapida de papila estd geralmente
correlacionada com a resisténcia a fungos patogénicos que tentam penetrar na parede
celular de modo a estabelecer estruturas de alimentacdo (Underwood, 2012). Quanto
mais rapida for a formacdo de papila, maior a resisténcia a penetracdao do fungo;
contrariamente, quanto mais lenta for, mais eficaz sera a penetracao por parte do
microrganismo (Underwood, 2012). Defesas bem sucedidas associadas a parede celular
podem interromper a invasdao do patogénio num estado inicial, antes do
estabelecimento da doenca, e podem eliminar a necessidade de respostas de defesa

mais extremas, como a morte celular por resposta hipersensivel (Underwood, 2012).
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De acordo com Meyer, Pajonk, Micali, O’Connel e Schulze-Lefert (2009) e Zeyen
et al. (2002) as células vegetais respondem a invasao dos haustérios de determinados
patogénios através da deposicdo de estruturas da parede celular associadas, incluindo
papilas, invoélucros haustoriais e colares haustoriais (Figura 8). Segundo Carver,
Thomas, Robbins, e Zeyen (1998) a primeira resposta visivel aquando o contacto do
apressoério de um fungo patogénico é o aparecimento de material auto fluorescente na
parede celular subjacente. Minutos depois verifica-se um movimento ativo de
citoplasma agregado, das células hospedeiras, que se relne diretamente abaixo do
apressorio, desenvolvendo-se uma auréola, a medida que a parede celular é modificada,
na zona em redor do contacto com o apressoério. O agregado citoplasmatico coincide

com a deposi¢do de materiais de papila.

A papila é uma estrutura complexa, depositada entre a membrana plasmatica e a
parte interior da parede celular, diretamente abaixo da zona onde houve tentativa de
penetracdo por parte do agente patogénico (Carver et al., 1998; Voigt, 2014), que atua
como barreira fisica, endurecendo a parede celular e fazendo com que esta ndo seja
facilmente degradada pelas enzimas sintetizadas pelo patogénio (Underwood, 2012;
Zeyen et al., 2002). Segundo Bednarek e Schulze-Lefert (2009) e Clay, Adio, Denoux,
Jander e Ausubel (2009), a papila é também um local de acumulacdo de metabolitos
secundarios antimicrobianos. Embora a principal funcdo da papila seja reparar os danos
celulares, por vezes, especialmente se estiver presente antes da inoculac¢ado, incitada por
danos fisicos ou quimicos, também previne que o patogénio penetre na célula (Agrios,
2004). No que diz respeito a sua composi¢cdo bioquimica esta é constituida por um
conjunto de substancias quimicas complexas infundidas, que podem variar consoante a
espécie da planta hospedeira, mas que comumente incluem: calose, que serve de
barreira de contencdo para proteger a parede celular dos metabolitos tdxicos que se
acumulam na papila e limita a difusdo dos elicitores derivados do patogénio
(Underwood, 2012); compostos fendlicos, incluindo lenhina; conjugacdes fendlicas,
como poliaminas-fendlicas; espécies reativas ao oxigénio (ROS); peroxidases; proteinas
estruturais da parede celular, como arabinogalactano e glicoproteinas ricas em
hidroxiprolina; polimeros da parede celular, incluindo pectinas e xiloglucanos; enzimas

hidroliticas e niveis alterados de elementos quimicos, como silicio (Si) (Aist, 1976;
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Underwood, 2012; Zeyen et al., 2002). Além dos materiais da parede celular, a papila e
os invollucros também contém materiais lipidicos da membrana e corpos multi-
vesiculares que podem estar envolvidos na deposicdao de materiais para a formacao

destes (Meyer et al., 2009).

Os invdlucros e colares haustoriais (Figura 8) foram propostos por Zeyen et al.
(2002) como sendo extensdes ou derivacbes da papila, através de observacdes ultra
estruturais, mas, mais recentemente, a caracterizagdo imunocitoquimica destes

suportam a teoria de serem extensdes da papila (Underwood, 2012).

Figura 8 Estruturas associadas a parede celular comumente observadas nos locais de
infecdo causados por mildio e outros fungos patogénicos. (A) Tentativa de
penetragdo de um fungo interrompida pela deposigdo de aposi¢bes da parede celular
(azul). A imagem ilustra uma vista de cima do local de penetragdo, como a
visualizagdo em microscépico dtico. (B) Evento de penetragdo sucedida, na qual o
fungo formou uma estrutura de alimentagdo (haustdrio). Os materiais de aposicdo
da parede celular formam um colar envolvendo o haustdrio, no ponto de infegéo. (C)
Haustdrio parcialmente cercado pelo invélucro. Este invdlucro contém materiais
semelhantes aos das aposi¢cdes da parede celular. (D) Haustério completamente
aprisionado. CW, parede celular; PM, membrana plasmdtica; C, conidio; PGT, tubo
germinativo primdrio; AGT, tubo germinativo apressorial; PP, ponto de penetragdo;
H, haustdrio; EHM, membrana extra-haustorial; NB, colar haustorial; P, papila (ex.
aposicoes da parede celular); E, invélucro haustorial. (Underwood, 2012)
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5.2.8. DEFESA POR REACAO CITOPLASMATICA

A primeira resposta citoplasmatica, aquando o contacto com o microrganismo, é
a ciclose do protoplasto, que resulta na reorganizacdo dos organelos citoplasmaticos
(Singh & Singh, 2005). Em infe¢des provocadas por fungos, como Phytophthora
erythroseptica Pethyb., P. infestans e Fusarium caeruleum Lib. ex Sacc, verificou-se a
dilatacdo e rompimento das particulas citoplasmaticas da célula hospedeira (Singh &
Singh, 2005). Segundo Agrios (2004), em infe¢des provadas por fungos menos
agressivos, como Armillaria spp. e alguns fungos micorrizicos, verifica-se o envolvimento
do grupo de hifas pelo citoplasma da célula vegetal e o alongamento do nucleo, até ao
ponto deste se dividir em dois. Em algumas células, a rea¢do do citoplasma é superada
pelo agente patogénico e o protoplasto desaparece, enquanto o crescimento do
microrganismo aumenta. Contudo, noutras células invadidas, o citoplasma e o nucleo
aumentam de tamanho; o citoplasma torna-se granular e denso e aparecem vdrias
particulas ou estruturas neste. Este processo resulta na desintegracdo do micélio do

patogénio e a invasdo para.

5.2.9. REACAO NECROTICA ESTRUTURAL ATRAVES DA RESPOSTA HIPERSENSIVEL

Embora a resposta hipersensivel seja considerada um mecanismo de defesa
bioquimica mais do que estrutural, algumas respostas celulares, que acompanham este
mecanismo, podem ser visiveis a olho nu ou através do microscopio (Agrios, 2004).
Ocorre apenas em situagdes de incompatibilidade de combinacdes hospedeiro-
patogénio, nas quais este Ultimo pode penetrar na célula, mas assim que estabelece
contacto com o protoplasto da célula hospedeira, o nucleo desta move-se ao seu
encontro e desintegra-se (Agrios, 2004; Singh & Singh, 2005). Ao mesmo tempo formam-
se granulos resinosos e castanhos no citoplasma, primeiramente em volta do ponto de
penetracdo do patogénio e depois ao longo do citoplasma (Figura 9). A medida que o
citoplasma da célula se vai tornando castanho e a necrose se “instala”, a hifa invasora
comeca a degenerar. Na maioria dos casos a hifa ndo se expande a outras células quando
em contacto com estas, verificando-se o cessar da infecdo. Na infecdo por bactérias nas

folhas, a resposta hipersensivel resulta na destruicao de todas as membranas celulares
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das células que estiveram em contacto com a bactéria, que é seguida de dissecacdo e

necrose dos tecidos da folha invadidos por esta (Agrios, 2004).

Figura 9 Estdgios de desenvolvimento da reagdo de defesa necrdtica numa célula de uma
variedade de batata muito resistente ao fungo Phytophthora infestans. N, ntcleo; PS, suportes
protoplasmdticos; Z, zodsporo; H, hifa; G, material granular; NC, célula necrética. (Agrios,
2004)
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6. MECANISMOS DE DEFESA BIOQUIMICA

6.1. RESPOSTA HIPERSENSIVEL (HR)

A resposta hipersensivel (HR) é um tipo de defesa das plantas em resposta ao
ataque de patogénios, como virus, bactérias, fungos ou nematodes, caracterizada pela
morte celular programada (Figura 10), no local de infecdo, acompanhada pela
acumulagdo de compostos téxicos dentro das células mortas, bem como nas células que
Ihes sdo adjacentes (Goodman & Novaccky, 1994; Heath, 1981; Mehdy, 1994; Stakman,
1915; Thakur, Verma, Reddy, & Sharma, 2019).

Ntcleo

(d) )

Figura 10 Representagdo esquemadtica da reposta hipersensivel. Mesmo antes da penetragéo
da membrana celular pelo patogénio, o nicleo migra em dire¢do ao patogénio (a—b); formam-
se filamentos citoplasmadticos (b), e observa-se um aumento da atividade nuclear (c). Apds a
infe¢do, os grdnulos comegam a formar-se (d) e a atividade do ndcleo é interrompida. O ndcleo
e os vactolos comegcam a degenerar (e), terminando no colapso do protoplasto (f). Adaptado
de (Camagna & Takemoto, 2018).

Embora seja visivel a olho nu (Figura 11), é considerada uma reacao bioquimica,
em vez de um mecanismo de defesa estrutural. A morte celular demonstra ser a extrema
resisténcia das plantas, uma vez que as préprias células sdo mortas (“morte suicida”)
com o objetivo de privar o patogénio de nutrientes e interrompendo,

consequentemente, o seu crescimento (Thakur et al., 2019).

A inducdo desta resposta surge quando a planta reconhece moléculas

sinalizadoras especificas produzidas por patogénios biotroficos e hemibiotroéficos,
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conhecidas como elicitores. Este reconhecimento ativa posteriormente uma cadeia de
reagdes bioquimicas, cujas incluem producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS),
alteracdes na parede celular da planta, inducdo de metabolitos secundarios,
nomeadamente fitoalexinas, e sintese de proteinas PR, que confinam o crescimento do
patogénio a uma pequena regido da planta (Heath, 1981; Kombrinck & Somssich, 1995;
Mehdy, 1994; Thakur et al., 2019). A associa¢do da morte celular programada a estes
processos bioguimicos, faz com que as células atacadas e as adjacentes sejam um
ambiente indspito para o desenvolvimento do microrganismo (Heath, 1981; Kombrinck

& Somssich, 1995; Mehdy, 1994).

A HR desencadeia a resisténcia a patogénios biotréficos que obtém a sua energia

de células vivas (Kumar, Hickelhoven, Beckhove, Nagarajan, & Kogel, 2001).

Figura 11 (A) Folha de variedade de tabaco suscetivel ao virus do mosaico do tabaco
com sintomas visiveis de infe¢éo. (B) Resposta hipersensivel em folha de variedade de
tabaco resistente ao virus do mosaico do tabaco. (Chakraborty et al., 2017)

6.2. ESPECIES DE OXIGENIO REATIVAS (ROS)

As espécies de oxigénio reativas (ROS), também conhecidas por espécies de
oxigénio ativas (AOS — do inglés “Active Oxygen Species”), sdo intermedidrios tdxicos
que resultam de etapas sucessivas de um eletrdao na redugdo da molécula de O,
resultado do processo de reacdo oxidativa (Mehdy, 1994). Embora rotineiramente

produzidas pelas células vegetais em niveis baixos, devido ao transporte de eletrdes nos
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cloroplastos e mitocondrias e de enzimas noutros compartimentos celulares envolvidos
em processos de oxidacdo/reducdo, as ROS, aquando o ataque do patogénio, sdo
produzidas em maior quantidade, uma vez que o processo de reacdo oxidativa tende a
ser mais rapido. Segundo Mehdy (1994), em interagdes planta-patogénio, as espécies
predominantes detetadas sdo o anido superéxido (Oy’), perdxido de hidrogénio (H20,) e
radical hidroxilo (OH) e a primeira reagao durante o processo oxidativo é a reduc¢do de

um eletrdo de oxigénio molecular para formar o anido superoéxido (Oy).

Segundo Sutherland (1991), em solucGes aquosas, o anido superoxido sofre
dismutacdo espontanea (202 + 2 H* - H,0, + O,). Esta reagdo ocorre a uma taxa mais
elevada em pH acido, que se verifica na parede celular. Esta reacdo também é catalisada
por enzimas superoxido dismutase que ocorrem no citosol, cloroplastos e mitocéndrias

(Scandalios, 1993).

Adicionalmente o O, também pode atuar como um agente redutor para metais
de transicdo, como sdo os casos do Fe3* e Cu?*, cujos podem ser reduzidos mesmo se
estiverem complexados com proteinas ou quelantes de baixo peso molecular. Uma
consequéncia importante da reducao do metal é que este pode levar a formacgdo de
radicais hidroxilo (OH) dependente do H,0; (por exemplo Oy + Fe3* > O, + Fe?* ou Fe?*
+ H202 > Fe3* + OH + OH) (Mehdy, 1994). Devido a sua extrema reatividade e a sua
formacado documentada em células que produzem Oy e H,0,, o radical hidroxilo (OH) é
considerado uma das principais ROS responsaveis por modificacdes de macromoléculas
e danos celulares, uma vez que inicia rea¢des em cadeia de radicais, incluindo
peroxidacdo lipidica, inativacdo enzimatica e degradacdo de &acidos nucleicos. Em
comparacdao, o 02 e o Hy0; sdo agentes oxidantes mais fracos. No entanto, foi
demonstrado que o O, reage com proteinas contendo aglomerados de Fe-S4 ou grupos
heme e o H,0; pode atacar grupos tiol de proteinas ou GSH (do inglés “Glutathione”)

(Thompson, Legge, & Barber, 1987).

Segundo Mehdy (1994), as ROS desempenham um papel importante na reducdo
da viabilidade do patogénio, contribuem na morte da célula hospedeira aquando a

reacao hipersensivel e ajudam no fortalecimento da parede celular.
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6.3. PROTEINAS PR

As proteinas relacionadas com a patogénese, frequentemente chamadas de
proteinas PR, sdo um grupo estruturalmente diverso de proteinas vegetais que sdo
toxicas para patogénios invasores. Embora amplamente distribuidas nas plantas em
pequenas quantidades, aquando o ataque de patogénios, sdo produzidas em maior
quantidade, aumentando consequentemente a sua concentracdao na planta (Agrios,
2004; Chakraborty, Moeder, & Yoshioka, 2017). Os compostos de sinalizacdo
responsaveis pela indugado das proteinas PR incluem o acido salicilico, etileno, xilanase,

o polipeptideo sistemina, acido jasmonico, entre outros (Agrios, 2004).

Segundo Van Loon (1985) as proteinas PR foram divididas inicialmente em cinco
familias tendo em conta a sua massa molecular, ponto isoelétrico, localizacdo e
atividade bioldgica. Agrios (2004) acrescenta ainda a relacdo seroldgica e sequéncia de

aminodacidos como parametros para esta classificacao.

Dependendo dos seus pontos isoelétricos, podem ser extremamente acidas ou
extremamente bdsicas e, portanto, altamente sollveis e reativas (Agrios, 2004). As
proteinas PR acidas estao localizadas maioritariamente nos espacos intercelulares,
enguanto as basicas estdo predominantemente presentes no vacuolo das células
(Legrand, Kauffmann, Geoffroy, & Friting, 1987; Niki, Mitsuhara, Seo, Ohtsubo, &
Ohashi, 1998; Van Loon & Van Strien, 1999). Segundo Leubner-Metzger e Meins (1999)
e Neuhaus (1999) a maioria das proteinas PR nas plantas sao soltveis em acido, de baixo

peso molecular e resistentes a protéase.

Atualmente as proteinas PR estdo categorizadas em dezassete familias de acordo
com as suas propriedades e funcoes (Tabela 1) (Van Loon & Van Strien, 1999). De acordo
com Agrios (2004) as mais conhecidas sdo as PR1 (antioomicetos e antifungicas), PR2 (B-
1,3-glucanases), PR3 (quitinases), PR4 (antifungicas), PR6 (inibidoras de protéase),
proteinas semelhantes a taumatina, defensinas, tioninas, lisozimas, proteinas
semelhantes a osmotina, lipoxigenases, proteinas ricas em cisteina, proteinas ricas em
glicina, protéases, quitosanases e peroxidases. Frequentemente, existem numerosas

isoformas de cada proteina PR em varias plantas hospedeiras (Agrios, 2004).
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Tabela 1 Classificagdo das proteinas relacionadas com a patogénese (Van Loon & Van Strien, 1999).

Familias Membro tipo Propriedades
PR1 Tobacco PR-1a Antifungica
PR2 Tobacco PR-2 B-1,3-glucanase
PR3 Tobacco P, Q Quitinase tipo |, II, IV, V, VI, VII
PR4 Tobacco ‘R’ Quitinase tipo |, Il
PR5 Tobacco S Semelhante a taumatina
PR6 Tomato Inhibitor | Inibidora da protéase
PR7 Tomato P69 Endoprotéase
PR8 Cucumber chitinase Quitinase tipo lll
PR9 Tobacco ‘lignin forming peroxidase’ Peroxidase
PR10 Parsley ‘PR1’ Semelhante a ribonuclease
PR11 Tobacco ‘class V' chitinase Quitinase tipo |
PR12 Radish Rs- AFP3 Defensinas
PR13 Arabidopsis THI2.1 Tioninas
PR14 Barley LTP4 Proteina de”;rizr;feréncia de
PR15 Barley OxOa (germin) Oxalato oxidase
PR16 Barley OxOLP Semelhante a oxalato oxidase
PR17 Tobacco PRp27 Desconhecida

A importancia destas reside no facto de apresentarem forte atividade antifingica e
outras atividades antimicrobianas, uma vez que algumas inibem a libertacdo de esporos
ou a sua germinacdo, estdo associadas ao fortalecimento da parede celular do
hospedeiro com a consequente formacgao de papilas, sdo responsaveis pela degradacao
da parede celular de fungos e oomicetas, como é o caso das quitinases e B-1,3-
glucanases, degradam os componentes glucosamina e dcido muramico, das paredes das
células bacterianas, no que diz respeito as lisozimas, ou geram metabolitos
antimicrobianos, bem como moléculas secundarias sinalizadoras, como o acido
jasmonico (JA), relativamente as lipoxigenases e peroxidases lipidicas, por exemplo

(Agrios, 2004; Kauffmann, Legrand, Geoffroy, & Friting, 1987; Legrand et al., 1987).

Adicionalmente, Ebrahim, Usha e Singh (2011) acrescentam que a producdo de
proteinas PR nas partes ndo infetadas das plantas pode evitar que a infecdo se propague.
A acumulacdo de proteinas PR também estd intimamente associada a inducdo da

resposta hipersensivel (HR), acumulacdo da hormona vegetal acido salicilico (SA) e a
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resisténcia sistémica adquirida (SAR), uma forma de resisténcia duradoura e de amplo

espectro (Vlot, Dempsey, & Klessig, 2009).

6.4. METABOLITOS SECUNDARIOS

Apesar das defesas estruturais passivas limitarem o acesso de muitos patogénios
as plantas hospedeiras, estas nem sempre sao eficazes, permitindo que outros infetem
a planta (Walters, 2011a). Com isto, a resisténcia das plantas a agentes patogénicos ndo
depende apenas das suas barreiras estruturais, mas também das substancias quimicas

produzidas nas suas células antes ou depois da infegao (Agrios, 2004).

As substancias quimicas produzidas pelas plantas podem ser divididas em duas
grandes categorias: metabolitos primdrios e metabolitos secunddrios. Os metabolitos
primarios sdo substancias produzidas por todas as células da planta afetas ao
crescimento, desenvolvimento ou reprodugdao, como por exemplo, as proteinas,
aminodcidos, aclcares e 4acidos nucleicos. Em contra partida, os metabolitos
secundarios ndo estdo diretamente afetos ao crescimento ou reprodug¢do, mas sim a
defesa das plantas, uma vez que constituem um leque variado de compostos
antimicrobianos, que atuam como barreiras quimicas a invasao por patogénios, sendo
encontrados com frequéncia apenas numa espécie de plantas ou grupos de espécies
taxonomicamente relacionados (Mazid, Khan, & Mohammad, 2011; Wink, 1999). Os
metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos quimicos:
terpenos, compostos fendlicos e compostos com azoto ou enxofre (Beattie & Freeman,
2008; Mazid et al., 2011; Walters, 2011a; Zaynab et al., 2018). Os terpenos sdo a maior
classe de metabolitos secundarios: tém cinco ligacGes de carbono isoterpendides (5-C)
como unidade basica e estdo unidos pela sua origem biossintética comum a partir de
acetil-coA ou intermediarios glicoliticos (Croteau, 1988; Fraga, 1988; Gershenzon &
Croteau, 1991; Grayson, 1998; Loomis & Croteau, 1980; Robinson, 1980; Zaynab et al.,
2018). S3o sintetizados pela via do mevalonato ou via do fosfato de metileritritol. A
primeira esta localizada no citosol e leva a formacao de sesquiterpenos, triterpenos,
esterdis e politerpenos, enquanto a uUltima esta localizada nos plastidios e resulta na

formagdo de isopreno, monoterpenos, diterpenos e carotendides (Lichtenthaler, 1999;
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Walters, 2011b). Uma grande maioria das diferentes estruturas de terpenos produzidas
pelas plantas como metabolitos secundarios presume-se que estejam envolvidas na
defesa como toxinas e impedimentos na alimentacdao de um grande nimero de insetos
e mamiferos (Gershenzon & Croteau, 1991). Os compostos fendlicos representam o
segundo maior grupo dos metabolitos secundarios produzidos pelas plantas. Sao
sintetizados através da via do acido chiquimico ou acido maldnico e possuem um grupo
fenol, ou seja, um grupo funcional hidroxilo num anel aromatico (Walters, 2011b). Estes
compostos sdo importantes no sistema de defesa das plantas contra pragas e doengas,
incluindo nematodos (Wuyts, De Waele, & Swennen, 2006). Dentro destes compostos
os flavondides sdo o maior e mais diverso grupo nas plantas, podendo ser subdivididos
em varios grupos, incluindo flavonas, flavanonas, flavondis e chalconas (Harborne, 1979;
Mazid et al., 2011). No que diz respeito aos compostos com azoto ou enxofre estes sdao
maioritariamente sintetizados através de aminoacidos (Rosenthal & Berenbaum, 1992;
VanEtten, Mansfield, Bailey, & Farmer, 1994). Os compostos com enxofre incluem
glutationas (GSH), glucosinolatos (GSL — do inglés “Glucosinolate”), fitoalexinas,
tioninas, defensinas/fitoantecipinas e alininas, cujas tém sido ligadas direta ou
indiretamente a defesa contra patogénios microbianos e alguns a resisténcia sistémica
induzida (SIR) (Bloem, Haneklaus, & Schnug, 2005; Crawford, Kahn, Leustek, & Long,
2000; Grubb & Abel, 2006; Halkier & Gershenzon, 2006; Leustek, Martin, Bick, & Davies,
2000; Mazid et al., 2011; Saito, 2004). Os compostos com azoto incluem glicosideos
cianogénicos, aminodcidos ndo proteicos e alcaléides (Walters, 2011b). Todos estes sao
de consideravel interesse devido ao seu papel na defesa contra herbivoros e na

toxicidade para humanos (Mazid et al., 2011).
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Figura 12 Metabolitos secunddrios das plantas. (Zaynab et al., 2018)

Por sua vez, tendo em conta estes trés grupo acima mencionados, os metabolitos
secunddrios podem ainda ser amplamente divididos em dois grupos: fitoantecipinas,
um grupo de metabolitos secundarios constitutivos/inatos e fitoalexinas, metabolitos
induzidos, que sdo sintetizados e acumulados rapidamente em resposta ao ataque do
patogénio (Bednarek & Schulze-Lefert, 2009; Dixon, 2001; Grayer & Harborne, 1994;
Hammerschmidt, 1999; Mazid et al., 2011; Pedras, Yaya & Glawischnig, 2011; VanEtten
et al., 1994; Wink, 1999).

As fitoantecipinas sdo sintetizadas pelas plantas, ndo desafiadas, durante o seu
normal crescimento e desenvolvimento, e acumuladas em tecidos especificos, érgaos,
ou estruturas especializadas, normalmente sequestradas no vacuolo ou noutro
compartimento subcelular, sendo consideradas a primeira linha de defesa quimica das
plantas (Mazid et al., 2011; Morissey & Osbourn, 1999; VanEtten et al., 1994). Estas
substancias sdo os antibidticos presentes nos tecidos antes da infecao, servindo de
base para a tolerancia a pragas e doengas (Oros & Kallai, 2019). De acordo com
Harborne (1993) e Walters (2011) a concentracdo das fitoantecipinas pode variar
enormemente entre plantas, mesmo de espécies diferentes, dependendo também de
outros fatores como idade, solo e ambiente. Harborne (1993) refere ainda que a

alocacdo destas se verifica em tecidos ou partes mais vulneraveis, importantes para
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uma eficaz reprodugdo e saude bem como onde estas sdo mais rapidamente
percetiveis pelos organismos patogénicos, nomeadamente a superficie da planta,
incluindo as ceras das folhas, tricomas e outros. Bednarek e Schulze-Lefert (2009)
concentram-se em trés classes de produtos constitutivos secundarios: as saponinas,
glucosideos benzoxazinonas e glucosinolatos. As saponinas sdo glicosideos de
triterpenos, esterdides ou alcaldides esteroidais, com propriedades detergentes,
capazes de corromper as membranas celulares dos agentes patogénicos, encontrando-
se tanto em espécies de plantas monocotiledéneas como dicotiledéneas (Agrios, 2004;
Osbourn, 1996). Segundo Agrios (2004), as fitoantecipinas incluem principalmente as
saponinas avenacina e tomatina, presentes na aveia (Avena spp.) e tomate
(Lycopersicum esculentum) (Arneson & Durbin, 1968), respetivamente. Os glucosideos
benzoxazinonas sdo compostos encontrados em algumas plantas gramineas, como por
exemplo milho (Zea mays), trigo (Triticum spp.) e centeio (Secale cereale), que
contribuem para a resposta de resisténcia a doencas (Niemeyer, 1988; Sicker, Frey,
Schulz, & Gierl, 2000). Segundo Argandona, Zuniga, e Corcuera (1987) a concentragao
destas substancias é inversamente proporcional a sua idade, ou seja, geralmente
encontram-se em maior quantidade em plantas mais jovens. Por fim, os glucosinolatos
sdo metabolitos secunddrios uUnicos em plantas que contém enxofre e azoto,
reportados, deste modo, quase exclusivamente na ordem Capparales, que inclui a
familia Brassicaceae (Grubb & Abel, 2006). Segundo Halkier e Gershenzon (2006) tém

fungdo de defesa contra a generalidade dos herbivoros.

Contrariamente, as fitoalexinas s3o metabolitos secundarios induzidos,
sintetizados e acumulados de novo em resposta a infecdo por microrganismos ou
outras condicOes de stress, ndo estando presentes na planta sob condi¢cdes normais
(Oros & Kallai, 2019; Pedras & Yaya, 2015). A sua producdo pode levar dois a trés dias,
apos o ataque, uma vez que primeiro é sintetizado o sistema enzimatico que lhe da
origem (Grayer & Harborne, 1994). As fitoalexinas tém um papel de defesa uma vez
gue ajudam a limitar a propagacado dos patogénios invasores ao acumularem-se a volta
do local de infecdo (Bailey & Mansfield, 1982; Darvill & Albersheim, 1984; Grayer &
Harborne, 1994; VanEtten et al., 1994). Normalmente, o tipo de fitoalexinas produzidas

diz respeito a familia a que a planta pertence (Guest, 2017). No caso das solandceas as
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fitoalexinas sdo sesquiterpenos; nas brassicas tém uma indole baseada em compostos
de enxofre, como a camalexina; as rosdceas apresentam dibenzofuranos e nas fabaceas
as fitoalexinas sdo tipicamente isoflavonas (Gross, Porzel, & Schmidt, 1994; Guest,

Cligue ou toque para introduzir uma data.2017; Pedras, Khan, & Taylor, 1997, 1998).

Segundo VanEtten et al. (1994) é importante ressaltar que a distingdo entre
fitoalexinas e fitoanticipinas ndo se baseia na sua estrutura quimica, mas sim em como
é produzida, pois 0 mesmo composto quimico pode servir tanto como fitoalexina como
fitoanticipina, mesmo na mesma planta. Bailey e Mansfield (1982), Ingham (1972, 1973)
e Pedras e Yaya (2015) referem ainda que metabolitos induzidos numa espécie de planta
podem ser preformados noutra. E exemplo o resveratrol, que mesmo sendo uma das
mais conhecidas fitoalexinas, ndo o é em todas as espécies, mas sim uma fitoantecipina
noutras plantas que a produzem (Donnez, Jeandet, Clément, & Courot, 2009). Deste
modo, Pedras e Yaya (2015) referem que nao devem ser feitas generalizacdes nem

suposicdes na auséncia de resultados experimentais adequados.
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/. DEFESA POR SILENCIAMENTO DE GENES

O silenciamento de genes, também designado por silenciamento de genes poés-
transcricional (PTGS, do inglés “Post-Transcriptional Gene Silencing”) ou interferéncia
do RNA (RNAI, do inglés RNA interfering”) € um mecanismo apresentado naturalmente
pela maioria dos seres eucariontes envolvido em processos biolégicos como a regulacado
da expressao de genes enddégenos, a manutencao da estabilidade do genoma e a defesa
contra virus (Voinnet, 2001), baseado na degradacao de sequéncias alvo especificas de

RNA a fim de controlar o genoma expresso (Agrios, 2004; Kontra et al., 2016).

Quando um virus infeta uma célula hospedeira,
sense mRNA strand

o seu RNA viral é exposto e imediatamente 5II-I'I'I'I'I-|'I'I'I'I'I"'I'I'I'I'I'I'I- 3

replicado, resultando numa cadeia dupla de RNA 2 "l """ “""I "| 5
antisense mRNA strand
(dsRNA, do inglés “double-stranded RNA”) (Figura

13) (Varanda et al., 2018). As cadeias duplas de Figura 14 Cadeia dupla de RNA (dsRNA).
Adaptado de (Zhu, 2017).

RNA nao existem nas células vegetais, pelo que vao

ser reconhecidas como estranhas, levando a ativacdo do mecanismo de defesa que
envolve a destruicdo deste genoma — é acionado o silenciamento de genes pos-
transcricional, neste caso designado por silenciamento de genes induzido por virus
(VIGS, do inglés “Virus-induced Gene Silencing”). O primeiro passo deste processo passa
pela clivagem das dsRNAs dentro da célula, realizada pela

ribonuclease Dicer (Figura 15), que resulta em pequenos

fragmentos com cerca de 21 — 22 nucleétidos, designados

Argonaute

lIJ TTTTITI SIRNA guide

por RNA de interferéncia curta (siRNA do inglés “small
interfering RNA”) (Agrios, 2004; Baulcombe, 2004; Varanda

. Figura 13 Complexo de indugdo do
et al., 2018). Estes fragmentos, por sua vez, associam-se @ jjenciamento de RNA composto

B - pela proteina Argonaute e a cadeia
proteinas da familia Argonaute (Ago), formando 0 gy de RVA de interferéncia curta

complexo de indugdo do silenciamento de RNA (RISC, do f;ﬁgf)' Adaptado de.(Wwerld
inglés “RNA-induced silencing complex”) (Figura 14). Este complexo possui atividade de
ribonuclease, separando a cadeia dupla dos siRNAs, em duas cadeias simples (ssRNAs,
do inglés “single-stranded RNA”), permanecendo apenas a sequéncia guia ligada, ou

seja, aquela que vai conduzir o complexo até ao mRNA (do inglés “messenger RNA”)

alvo, com base na complementaridade da sequéncia, resultando na ligacdo e posterior
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degradacao do mRNA. Uma vez degradada a sequéncia alvo de mRNA a produgao da

proteina fica comprometida (Figura 15).

LU L L LT

4sRNA

\v DI

IO IDITIIITI IO O
SIRNA (-20 bp)

<_/ antisense strand of siRNA

AL LLLLL L UL LLLLL UL LU LU L L
mRNA target sequence %

N
LA L LU LU LU LU LU LU L LU LU LU L)

WRNA target sequence (cut)

Figura 15 Representa¢do esquemdtica do mecanismo de defesa contra viroses
através do silenciamento de genes: clivagem da cadeia dupla de RNA pela DICER
e posterior ligagdo do complexo de indugdo do silenciamento de RNA (RISC) e
ao mRNA alvo levando a sua degradagdo. Adaptado de (Zhu, 2017).

Os produtos resultantes da clivagem dos mRNAs alvo, ou seja, os siRNAs, podem ser
reutilizados, nomeadamente para a formagao do complexo RISC, e servem como modelo
para as RNA polimerases (RdRp, do inglés RNA-dependent RNA polymerases) formarem
dsRNAs, levando a producao secunddria de siRNAs, a qual pode novamente iniciar o

mecanismo de silenciamento de forma autossustentavel (Varanda et al., 2018).

Os siRNAs ndo sdo dependentes das células, podendo mover-se dentro da planta para
transmitir o silenciamento do gene de célula em célula ou sistemicamente, em longa
distancia, como sinais de silenciamento moével (Dunoyer et al., 2010; Molnar, Melnyk, &

Baulcombe, 2011; Voinnet, 2001).

No que diz respeito a defesa contra viroses é notavelmente eficiente pois, uma vez
ativado por moléculas de RNA estranhas, apresenta a particularidade de criar
“memdria” da sequéncia que degradou, pelo que a planta degradara todo o RNA

citoplasmatico que compartilhe a sequéncia homdloga (Voinnet, 2001).
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8. VIAS DE SINALIZACAO HORMONAL

As hormonas vegetais, também conhecidas como fito hormonas, sdo pequenas
moléculas organicas naturalmente presentes nas plantas, importantes ndo sé para os
processos de desenvolvimento da planta, como para sinalizarem respostas de defesa e
imunoldgicas. O acido salicilico (SA), o acido jasménico (JA) e o etileno (ET) sdo as
hormonas associadas as respostas de defesa contra patogénios (Shigenaga & Argueso,

2016).

Segundo Shigenaga e Argueso (2016) nenhuma hormona isolada controla a
imunidade das plantas, ou seja, as hormonas vegetais tendem a agir de forma
interdependente, por meio de complexas intera¢cdes antagdnicas ou sinérgicas. Os
resultados dessas interagdes sdo mudancas na fisiologia da planta que culminam numa
resposta de defesa apropriada contra o ataque de patogénios ou, no caso de patogénios
bem-sucedidos, a mudancas que beneficiam o organismo patogénico invasor.
Patogénios biotroficos, ou seja, aqueles que adquirem nutrientes de células vivas, tém
requisitos fisiolodgicos, relativamente ao hospedeiro, diferentes dos patogénios
necrotréficos que, em contrapartida, usam toxinas e enzimas que degradam a parede

celular, de forma a causar a morte celular e obter nutrientes do tecido morto.

Dependendo do tipo de microrganismo identificado, as plantas podem ativar vias
de sinalizacdo de defesa distintas e independentes (Garcia-Brugger, Lamotte, &
Vandelle, 2006; Ton, Van Pelt, Van Loon, & Pieterse, 2002). As respostas dependentes
de acido jasmonico (JA) e etileno (ET) sdo iniciadas por microrganismos necrotroficos,
enguanto a resposta dependente de acido salicilico (SA) é ativada por patogénios
biotréficos e hemibiotroficos (Glazebrook, 2005; Robert-Seilaniantz, Grant, & Jones,

2011; Thomma, Penninckx, Broekaert, & Cammue, 2001).

8.1.  Acipo Sauicitico (SA)

O 4acido salicilico (SA) ¢ um composto fendlico com atividade fito-hormonal, mais
reconhecido como uma importante molécula sinalizadora enddgena na imunidade vegetal

(An & Mou, 2011; Shigenaga & Argueso, 2016). Deriva do metabolito primario corismato,
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por meio de duas principais vias enzimaticas: a via da fenilalanina amadnia-liase (PAL — do
inglés “Phenylalanine ammonia lyase”) ou a via do isocorismato (IC — do inglés
“Isochorismate”), que envolve um processo de duas etapas metabolizado pelas enzimas
isocorismato sintase (ICS —do inglés “Isochorismate Synthase”), que convertem o corismato
em isocorismato, e as enzimas isocorismato piruvato liase (IPL — do inglés “Isochorismate
Pyruvate Lyase”), que catalisam a conversdo de isocorismato em dacido salicilico (Ding & Y,
2020; Shigenaga & Argueso, 2016; Strawn et al., 2007). Durante a resposta aos patogénios,
as plantas empregam preferencialmente a via do isocorismato (Wildermuth, Dewdney, Wu,

& Ausubel, 2001).

A importancia do acido salicilico deve-se ao seu papel fundamental na media¢ao da
resisténcia através do gene R e das respostas imunes basais (PTI e ETI) (Alazem & Lin, 2015).
A biossintese e a sinalizacdo de SA sdo ativadas aquando o reconhecimento de efetores
virais por produtos do gene R, que condicionam a interacdao patogénio-hospedeiro
incompativel (Alazem & Lin, 2015). A ativacdo desta interacdo resulta em varias
respostas, para limitar a propagacdo do patogénio no local da infegdo, incluindo a
acumulacdo de espécies de oxigénio reativas (ROS) e proteinas relacionadas a
patogénese (PR), indug¢ao da resposta hipersensivel (HR), deposicio de calose,
desorganizacdo de tecidos, mudangas no tamanho e forma dos cloroplastos,
degradagao nuclear e nucleolar e morte celular programada (PCD — do inglés
“Programmed Cell Death”) (Baebler et al., 2014; Dinesh-Kumar, Tham, & Baker, 2000).
O SA também é responsavel pela ativagao da resisténcia sistémica adquirida (SAR) em
tecidos locais e distais, uma vez que se acumula tanto no local da infecdo quanto
sistemicamente, o que diminui os efeitos de ataques secundarios (De Silva et al., 2016;
Dodds & Rathjen, 2010; Gaffney et al., 1993; Métraux et al., 1990; Ryals et al., 1996; Ward
et al., 1991).

8.2.  Acipo JASMONICO (JA)

O acido jasmodnico (JA) € um uma molécula de sinalizagao pertencente a familia das
oxilipinas, formada pela via octadecanoide através da oxigenagao do acido gordo linolénico
pelas enzimas lipoxigenases (LOX — do inglés “Lipoxygenase”) (Vick & Zimmerman, 1984;

Walters, 2011a; Weber, 2002; Zhai et al., 2017).
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Esta molécula, para além de estar envolvida no desenvolvimento das plantas, tem
um papel fundamental na sua defesa (Pieterse, Van Der Does, Zamioudis, Leon-Reyes,
& Van Wees, 2012; Santino et al.,, 2013), uma vez que desencadeia a sintese de
compostos de defesa de baixo peso molecular, como as fitoalexinas flavondides,
alcaldides e terpendides (Blechert et al., 1995; Gundlach, et al., 1992; Mizukami et al.
1993; Waternack & Parthier, 1997), defensinas e proteinas PR (Epple et al., 1995;
Penninckx et al., 1998). A via JA também promove o desenvolvimento de estruturas
morfolégicas, como tricomas glandulares, canais de resina e nectarios que produzem
uma vasta variedade de compostos com funcGes diretas ou indiretas na defesa (Dicke &
Baldwin, 2010; Hudgins, Christiansen, & Franceschi, 2004; Juge, 2006; Li et al., 2004;
Peiffer, Tooker, Luthe, & Felton, 2009; Qi et al., 2011; Radhika, Kost, Mithofer, & Boland,
2010; Traw & Bergelson, 2003; Van Poecke & Dicke, 2002; Yoshida, Sano, Wada,
Takabayashi, & Okada, 2009).

Contrariamente aos microrganismos biotréficos, os necrotréficos beneficiam da
morte da célula hospedeira, pelo que ndo sdo limitados pela morte celular e defesas
dependentes de acido salicilico, mas sim por um conjunto diferente de respostas de
defesa ativadas pelo acido jasmodnico e sinalizacdo de etileno (Glazebrook, 2005). Deste
modo o acido jasmodnico desempenha a funcdo fundamental de resisténcia basal a
microrganismos necrotréficos como, por exemplo, o fungo Botrytis cinerea var cinerea
Pers (1974), a bactéria Erwinia carotovora (Jones, 1901) Bergey et al. (1923) e o fungo
Alternaria brassicola (Schwein.) Wiltshire (1947) (Pieterse et al., 2012; Santino et al.,
2013; Thaler, Owen, & Higgins, 2004; Ton, J., & van Loon, 2006). No entanto, segundo
Guerreiro et al. (2016) a sinalizacdo mediada pelo acido jasmodnico pode estar envolvida

na resisténcia da videira contra patogénios biotréficos, como oidio e mildio.

Junto com etileno, o acido jasmdnico tem ainda fungao reguladora da resisténcia
sistémica induzida (ISR), que é invocada por micrébios ndo patogénicos, como

rizobactérias (Alazem & Lin, 2015).
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8.3. ETILENO (ET)

O etileno (ET) é uma hormona vegetal gasosa considerada uma componente
importante da resposta imune das plantas aos patogénios, sintetizada a partir do
aminodacido metionina, apds conversao por varias enzimas (Figura 16) (Argueso, Hansen,
& Kieber, 2007). As etapas iniciais que precedem a ativacdo da biossintese de ET

envolvem o reconhecimento de moléculas elicitoras e/ou avirulentas (Broekaert et al.,

2006).
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Figura 16 Esquema da sintese de etileno. Adaptado de (“Ethylene pathway selection,” n.d.)

Segundo Glazebrook (2005), Penninckx et al. (1998) e Thomma et al. (2001) as vias
de sinalizacdao JA e ET operam frequentemente em sinergia, de forma a ativar a
expressao de alguns genes relacionados a defesa apds inoculacdo do patogénio.
Contudo, o etileno por si sé desempenha fun¢des no fortalecimento da parede celular
(Brisson, Tenhaken, & Lamb, 1994), na oclusdo dos vasos xilémicos (VanderMolen,
Labavitch, Strand, & DeVay, 1983), na produ¢do de metabolitos secundarios (Pedras,
Okanga, Zaharia, & Khan, 2000), dependente do tipo de fitoalexina e da via metabdlica
envolvida, nomeadamente de fitoalexinas derivadas da via fenilpropanoide (Chung,
Park, Rehman, & Yun, 2001; Ishigaki, Asamizu, Arisawa, & Kurosaki, 2004; Kamo, Hirai,
Tsuda, Fujioka, & Ohigashi, 2000) e na indug¢do de proteinas PR (Broekaert et al., 2006).
Como mencionado acima, junto com o JA, tem ainda fungao na resisténcia sistémica

induzida (ISR) (Alazem & Lin, 2015).
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9. MECANISMOS DE RESISTENCIA INDUZIDA

Quando uma planta é atacada por um microrganismo patogénico, para além da
reacdo localizada, pode também criar uma resposta sistémica, estabelecendo uma
capacidade defensiva melhorada nas partes distantes do local do primeiro ataque. Este

fendmeno é conhecido por resisténcia induzida (Hammerschmidt & Kué, 1982).

Existem dois tipos de resisténcia induzida: a resisténcia sistémica adquirida (SAR)
e a resisténcia sistémica induzida (ISR) (Gao, Dai, & Liu, 2010; Oliveira et al., 2016). O
sinal envolvido na SAR e ISR é complexo, sendo a SAR induzida por patogénios, através
da via de sinalizacao regulada por SA e a acumulac¢do de proteinas PR, nomeadamente
quitinases e glucanases (Choudhary, Prakash, & Johri, 2007), e a ISR potenciada por
microrganismos benéficos, nomeadamente, rizobactérias, através das vias de
sinalizacdo reguladas por JA e ET, na maioria dos casos (Pieterse, Ton, & van Loon, 2001;

Pieterse et al., 2014; Yan et al., 2002).

9.1. RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA (SAR)

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) é

Resisténcia
induzida

¥ ﬂw?

morte celular, se desenvolve sistemicamente nos N 3’ 11~ Protemas Y

aquela que, ap6s a infecdo primaria, provocada

por patogénios indutores de necrose, ou seja, de

tecidos, tornando as partes distantes, e nao
infetadas, da planta mais resistentes a um amplo

espectro de patogénios, induzindo igualmente

Elicitores
a
biéticos/abiéticos|

reacbes de defesa que a irdo proteger de
subsequentes ataques (Figura 17) (Durrant &

Dong, 2004; Hammerschmidt & Kué, 1982; Oliveira

- Figura 17 Resisténcia sistémica adquirida (SAR)
et al, 2016). Estas reacdes de defesa ;4,500 pela exposicdo de stress bidtico ou

. . abidtico dependente da fitohormona dcido
compreendem modificagdes na parede celular, gjiciico (sa) e associada & acumulacéo de

. . . . ; proteinas PR. Adaptado de (Vallad & Goodman,
produgdo de fitoalexinas e translagdo de proteinas ;g4
PR, através do aumento da expressdo genética (Oliveira et al., 2016). Foi demonstrada

em muitas interagdes planta-patogénio e é tipicamente caracterizada pela restricdo do

38



crescimento deste Ultimo e supressao do desenvolvimento dos sintomas da doenga, em
comparagdo com plantas ndo induzidas, infetadas pelo mesmo patogénio

(Hammerschmidt, 1999), atuando de forma inespecifica (Agrios, 2004).

A resisténcia sistémica adquirida é codificada pelos genes SAR e induzida por
microrganismos patogénicos ou ativadores quimicos (Agrios, 2004; Mandal, 2010;
Mishina & Zeier, 2006) e mediada pelo acido salicilico (SA) e ROS (Gao et al., 2010;
Guzman & Heil, 2014; Petriacq, Stassen, & Ton, 2016). Estd ainda associada a sintese de
proteinas PR, que maioritariamente apresentam atividade antimicrobiana e sdo

excelentes marcadores moleculares para a resposta de resisténcia (Oliveira et al., 2016).

Embora seja eficaz contra uma ampla gama de patogénios, incluindo virus, bactérias,
fungos e oomicetas (Kuc, 1982), parece predominantemente eficaz contra patogénios
com um estilo de vida biotréfico ou hemibiotréfico (Ton et al., 2002), como por exemplo
os fungos Blumeria graminis (DC.) Speer e Moniliophthora roreri (Cif.) H.C.Evans,

Stalpers, Samson & Benny, respetivamente.

9.2. RESISTENCIA SISTEMICA INDUZIDA (ISR)

A resisténcia sistémica induzida (ISR) é um

tipo de resisténcia potenciada por rizobactérias

Resisténcia
e induzida
e k )

. g r’-u“;\ a8
promotoras de crescimento das plantas (PGPR — do ¥\ b 3’5@"’
R\ B
. n “ . . s» \:{{ \ Val 1
inglés “Plant growth-promoting rhizobacteria”) - =\ P
. . , ~ JAeET N \\ 7
microrganismos benéficos que nao causam danos | I
visiveis ao sistema radicular destas e induzem a :
- o, . : Elicitor
planta a uma protecdo sistémica (Pieterse et al., i biético
PR N meer
1996). Esta protecdo é incitada pela colonizacdo l>
I
dos microrganismos benéficos, uma vez que estes ‘

vao induzir respostas imunes locais nas raizes do ;.. 18 resisténcia sistémica induzida (ISR)

incitada pela exposi¢do das raizes a estirpes
especificas de rizobactérias promotoras do
crescimento (PGPR), dependente das fito
hormonas dcido jasmdnico (JA) e etileno (ET).
Adaptado de (Vallad & Goodman, 2004)

hospedeiro. Embora suprimidas transitoriamente
pelas PGPR, permitindo que se propaguem na
epiderme da raiz ou intracelularmente, estas

respostas, expressas localmente, sdo subsequentemente comunicadas sistemicamente
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as camadas celulares internas e as partes da planta acima do solo, conferindo a
resisténcia sistémica induzida (Pieterse et al.,, 2014). Deste modo, através de
mecanismos mediados pela ISR, algumas estirpes de rizobactérias sdo capazes de
reduzir a incidéncia de doengas em partes das plantas acima do solo (Van Loon, Bakker,

& Pieterse, 1998).

Neste mecanismo, ndo ha acumulacdo de proteinas PR e a planta que sofre
inducao nao apresenta alteragbes (Van Loon et al., 1998;). Ao contrario da SAR, a ISR
ndo envolve a acumulacdo de SA (Pieterse et al., 1996), em vez disso, é mediada pelas
vias de sinalizacdo de acido jasmodnico (JA) e etileno (ET) (Figura 18) (Knoester et al.,

1999; Pieterse et al., 1998; Yan et al., 2002; Farouk e Osman, 2011).

Segundo Pieterse et al. (2000) e Van Wees, Luijendijk, Smoorenburg, Van Loon e
Pieterse (1999) a ISR é baseada na maior sensibilidade as hormonas JA e ET, em vez de
um aumento na sua biossintese, ou seja, estd associada a potencializacdo da expressao
de genes regulados por estas hormonas (Verhagen et al., 2004). Esta preparacao de toda
a planta para melhor combater o ataque de patdgenos ou insetos é chamada de priming
e é caracterizada por uma ativagdo mais rapida e/ou mais forte das defesas celulares

apos a invasao, resultando num maior nivel de resisténcia (Conrath et al., 2006).

Segundo Van Loon et al. (1998), assim como a SAR, a ISR mediada por rizobactérias
é eficaz contra um amplo espectro de patogénios, incluindo oomicetas, fungos,
bactérias e virus. Contudo, enquanto a SAR é predominantemente operativa contra
patogénios biotroéficos, a ISR funciona também contra patogénios necrotréficos, como
por exemplo os fungos Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary e Leptosphaeria
maculans (Desm.) Ces. & De Not., que sdo suscetiveis a respostas dependentes de JA e

ET (Guzman & Heil, 2014; Petriacq et al., 2016; Ton et al., 2002).
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CONCLUSAO

As plantas estdo constantemente expostas ao stress bidtico, que provoca
altera¢des no metabolismo vegetal envolvendo danos fisioldgicos que levam a reducdo
de sua produtividade (Boyd et al.,, 2013). Com o crescente aumento da populagao
humana, o modo como produzimos os alimentos deve ser rentabilizado e melhorado de
forma a ser mais sustentdvel. Este desafio é dificultado pelas mudangas nas condi¢des
climdticas e ambientais que, para além de limitarem os cultivos em determinadas zonas
do globo, resultam na perda de fontes de resisténcia anteriormente eficazes e no

aparecimento de novas doencas (Boyd et al., 2013).

Conhecer as interagdes planta-patogénio, os mecanismos de defesa das plantas
associados, bem como os mecanismos de resisténcia, é fundamental para auxiliar no
desenvolvimento de uma agricultura sustentdvel, evitando perdas importantes de
produtividade e econdmicas (Gimenez, Salinas, & Manzano-Agugliaro, 2018), quer
através de estratégias de melhoramento das plantas (Qaim, 2020), quer através de
aplicacdo de substancias sintetizadas que mimetizem ou induzam as defesas/resisténcia

das plantas (Agrios, 2004).

Este conhecimento ja tem vindo a ser explorado nao sé através da selecao de
variedades/hibridos mais tolerantes a doencas, como por exemplo, a variedade de
batata Hermes que, por ter a cuticula das folhas mais espessa, dificulta a entrada de
patogénios como o pseudofungo Phytophthora infestants, ou o hibrido de milho P1574,
mais tolerante ao fungo Harpophora maydis (Samra, Sabet and Hingorani) Gams, como
também através da aplicacdo de elementos quimicos como o cobre, que para além de
mediar a atividade anti-microbiana, promove a cicatrizacdo de feridas através da
ativacdo das defesas da planta (Liu et al., 2015) e o calcio, que ajuda no reforco da
parede celular das células das folhas e frutos, dificultando a entrada de fungos como
Venturia oleaginea (Castagne) Rossman & Crous (sin. Spilocaea oleaginea (Castagne) S.
Hughes e Fusicladium oleagineum (Castagne) Ritschel & U. Braun), causador da doenca
conhecida como olho-de-pavdo em oliveiras e também dos fungos do género

Colletotrichum spp., causadores da antracnose da oliveira (Caeiro et al., 2018).
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Adicionalmente, a falta de alternativas quimicas para o combate das doencgas e
pragas, levou a procura de novas alternativas inseridas numa economia circular,
marcada pela reutilizacdo continua de materiais e recursos, regenerando capital. Sdo
exemplos destas praticas a rotacdao batata —> (Raphanus raphanistrum subsp.
raphanistrum = Avena strigosa) - batata, uma vez que a consocia¢do nao so limita o
desenvolvimento de nemdatodes e tem ac¢do anti-fungica, através da libertagdao de
metabolitos secunddrios pelas raizes no solo, como melhora a estrutura do mesmo, uma
vez que os Raphanus raphanistrum tém raiz pivotante explorando mais camadas de solo
e descompactando-o, e é utilizada como adubac3o verde, através da sua incorporacao
no solo; e a gestao da entrelinha em culturas perenes, como olival ou vinha, que tem
enorme influéncia na manutencdo da biodiversidade, ajudando na preservacdo da

micro-fauna auxiliar, e sendo igualmente utilizada como adubacdo verde.

Resultado da saida de inumeras substancias ativas do mercado, pelo seu efeito
toxicolégico nefasto para a fauna e flora, as empresas tém, cada vez mais, se esforcado
para criarem produtos ecologicamente mais interessantes, mais técnicos e mais
eficazes, aliando o conhecimento dos mecanismos de defesa das plantas. Por exemplo
os fungicidas Aliette Flash (Bayer), a base de fosetil de aluminio, e Bion 500 (Syngenta),
a base de acibenzolar-S-metilico, induzem a imunidade inata das plantas e a nova

molécula quimica fungicida Zorvec Active (Corteva) aumenta a tolerancia a doencas.

No que diz respeito aos virus, embora estes sejam capazes de causar doencas
devastadoras, e de ndo existirem tratamentos disponiveis, possuem a grande vantagem
de poderem ser manipulados, devido a sua simplicidade, com o objetivo de se tonarem
benéficos e poderem, assim, ser utilizados para diferentes fins em indmeras areas,
sendo um deles como vetores de genes ou por¢oes de genes utilizados para induzir o
mecanismo de silenciamento nas plantas a proteger. Na agricultura tem-se recorrido a
estes agentes para introduzir caracteristicas desejaveis nas plantas, como por exemplo
criar resisténcia a stresses bidticos ou abidticos (Zaidi & Mansoor, 2017). Estudos
recentes mostram que também se podem utilizar os virus para transportar e depositar
produtos fitofarmacéuticos no solo para um uso mais eficiente e racional (Chariou et al.,
2019). Com esta pratica de agricultura de precisdo é possivel introduzir no local

adequado a concentra¢do minima necessaria, melhorando assim a eficacia dos produtos
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quimicos, reduzindo custos e minimizando a poluicdo ambiental. Atualmente, e neste
sentido, estd a decorrer um projeto (TOMVIRPROTECT) que tem como principal objetivo
desenvolver, otimizar e estabelecer, para usos futuros, um vetor viral baseado em
necrovirus, que possa ser utilizado como uma ferramenta de prote¢do de plantas. Com
uma utilidade imediata este vetor sera utilizado para silenciar o virus TSWV (do inglés
“Tomato spotted wilt virus”), conferindo protecao as plantas contra este, sem o recurso

a transformacdo genética (Varanda et al., 2019).

A minha visdo da agricultura é que esta ird mudar, ou seja, o caminho é de facto
uma producdo mais sustentavel, amiga do ambiente e dos seres vivos, baseada na
utilizacdo ndo sé de meios de luta quimica, mas também de outros “naturais” que
beneficiem as culturas, como por exemplo a rotagdo, que representa multiplas
vantagens, originando economia circular. Neste sentido tem havido também, por parte
da comunidade cientifica, um grande esfor¢o no campo do stress biético com o objetivo
de compreender, regular e controlar os danos causados nas plantas por agentes
patogénicos, o que é fundamental para um modo de producdo mais sustentavel,

ecoldgico e competitivo.
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