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RESUMO

Os mecanismos de adesdo de fitopatdgenos aos hospedeiros
representam a primeira etapa da conexdo fisica entre o parasita e o parasitado.
Dessa maneira, a adeséo tem sido considerada, muitas vezes, decisiva e
essencial para que a doenca possa progredir. Aparentemente simples, o
sucesso da adesdo traz em si um conjunto de fatores evolutivos que
determinam a atragdo entre as superficies envolvidas. Esta atracdo de
bactérias e fungos pel os tecidos do hospedeiro pode envolver forgas quimicas,
bioquimicas e fisico-quimicas, que por sua vez estdo sob a influéncia dos
fatores fisiolégicos e ambientais. O entendimento de como a adesdo se
processa pode abrir as portas para o controle de algumas doencas de vegetais
de importancia econdmica. Sem perder de vista o escopo da RAPP, cujo
interesse sdo patdgenos de vegetais, discutir-se-do alguns mecanismos e
exemplos de experimentos com adesdo em bactérias e fungos realizados por
profissionais de outras &reas do conhecimento, visto estarem em estagios mais
avancados de investigacdo. Nessarevisdo, também serdo comentados aspectos
do significado de adesinas e de proteinas relacionadas a manutencdo da
capacidade adesiva para a bactéria Xylella fastidiosa, causadora da clorose
variegada do citros (CVC), e as caracteristicas da adesdo do fungo
fitopatogénico Colletotrichum graminicola, causador da antracnose em
milho, em fun¢&o da participacdo dos autores nestes programas de pesquisa.
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SUMMARY

BACTERIAL AND FUNGAL MECHANISMSOF ADHESION TO THE
HOST PLANTS

The mechanisms of plant pathogen adhesion to the host represent
the first stage of the physical connection between the parasite and the plant.
Adhesion has been, many times, considered decisive and essential for the
progress of the disease. Seemingly simple, the success of the adhesion brings
in itself a group of evolutionary factors that determine the attraction among
the surfaces of the involved parts. This attraction of bacteria and fungal plant
pathogens to the host surface may involve distinct types of forces, such as
chemical, biochemical and physico-chemical, which are in turn influenced by
physiological and environmental factors. The understanding how adhesion is
processed, may open the doors for the control of some economically
important diseases. Without losing the focus of RAPP, devoted to plant
pathogens, some mechanisms and examples of experiments in other areas
with adhesion of bacteria and fungi will be discussed, simply because these
studies are in more advanced stages of investigation. In the present review,
comments will also be made on the importance of adhesins and proteins
involved in the maintenance of the adhesive activity for the bacterium Xylella
fastidiosa, causal agent of the citrus variegated chlorosis (CVC), as well as
the characteristics of the adhesion of the plant pathogenic fungus
Colletotrichum graminicola, causal agent of corn anthracnose, based on the
researches of the authors.

INTRODUCAO

O termo adesdo, sob o ponto de vista fisico, define a capacidade de
uma particula ou molécula manifestar a atragcdo por outros corpos. Em
fitopatologia, analogamente, estamos falando da atragc@o de propagulos pela
superficie da planta-alvo ou tecido hospedeiro. Assim, podemos dizer que a
adesdo, em fitopatologia, define “a capacidade de um propagulo manifestar
atrac8o especifica por porc¢des (tecidos) do hospedeiro”. A atracdo especifica
deve ser enfatizada porque a adesdo resulta do encaixe perfeito entre o ligante
e 0 receptor, que se encontram na superficie das estruturas envolvidas. A
complementaridade entre ligantes (adesinas) e receptores é tao especifica
quanto a interacdo enzima-substrato ou a interacdo antigeno-anticorpo. O
produto dessa interagdo ativa uma complexa cascata de transducéo de sinais
gue é mobilizada no processo de reconhecimento entre patégeno e hospedeiro
(Leite et al., 1997; Soto & Hultgren, 1999). Em aguns casos, o0 termo
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aderéncia também pode ser encontrado na literatura com o mesmo
significado (Romantschuk & Bamford, 1986), entretanto esse termo vem
sendo gradualmente substituido pelo vocabulo adesdo. Outro fendbmeno que
serd discutido é a agregacdo celular, particularmente quando tratamos da
patogenicidade de bactérias. O termo agregacdo refere-se a atragcdo entre
células da mesma espécie e descreve a capacidade de formarem massas
celulares que possam proporcionar vantagens na luta pela sobrevivéncia
(Watnick & Kolter, 2000). A atracdo entre células pode levar aligacéo fisica
entre as mesmas (do termo origina em inglés “attachment”). Essa ligagdo
inicial pode ou ndo evoluir para o estabelecimento de um contacto mais
intimo. A rigor consideramos que a aproximagcdo entre patdgeno e hospedeiro
se dd em duas etapas: a ligacdo (ndo especifica) seguida de adesdo
(especifica). Contudo, ainda ha controvérsia sobre a utilizagdo dos termos.

Matthysse & McMahan (1998) dividem a interacdo da bactéria
Agrobacterium tumefaciens com o tecido da planta hospedeira em dois
eventos: a) ligagdo fraca (“loose binding”) e ligagdo propriamente dita
(“attachment”). Os termos ligacédo e adesdo serdo adotados nesse trabal ho,
pois parecem definir mais apropriadamente, na lingua portuguesa, essas
importantes etapas do processo. Assim, quando aligagéo (inespecifica) ocorre
ndo necessariamente significa que a fase de adesdo (especifica) sera atingida.
Para fungos fitopatogénicos, em func&o, das caracteristicas bem definidas das
etapas do processo, ha uma tendéncia natural em dividir-se a infeccdo em
ligagdo e adesdo. Em Colletotrichum graminicola, por exemplo, a ligagéo
reversivel sem adesdo de conidios pode acontecer em fungdo da existéncia de
material mucilaginoso que envolve cada um deles (Nicholson & Moraes,

1980; Ramadoss et al., 1985; Mercure et al., 1994b). A adesdo propriamente
dita, com a producéo de material adesivo em pontos e estruturas especificas s6
acontece apods a formagdo de estruturas de infeccdo, os apressorios. Dessa
maneira, no caso de fungos, a maioria dos autores trata a ligagdo como sendo
a primeira etapa do processo de adesdo (Sequeira, 1985; Hughes et al., 1999;
Perfect et a., 1999). A mucilagem que envolve os conidios de C. graminicola
parece ser responsavel primariamente pela sobrevivéncia dos conidios (Leite
& Nicholson, 1992; Leite, 1993).

Normalmente, a adesdo de fungos é tratada como sendo essencial
para a patogenicidade (Nicholson & Epstein, 1991) e o titulo original do
presente trabalho fazia mencdo a essa necessidade, até agora irrefutavel
guando se trata de estudos com fungos. Contudo, a ligag&o e/ou adesdo de
bactérias apresenta outras peculiaridades. Sequeira (1985) relata a existéncia
de dois grupos de bactérias patogénicas, de um lado o grupo representado por
A. tumefaciens, cuja caracteristica é a ligagdo das bactérias a superficie do
hospedeiro durante o processo normal de patogénese. NoO outro grupo,
representado pela bactéria Ralstonia solanacearum, ao contrério de A.
tumefaciens, somente as estirpes que ndo estabelecem ligagdo fisica com o
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hospedeiro séo capazes de multiplicaremse nos espagos intercelulares e
causar doenca. A ligagdo das bactérias, agentes de murcha, & células
hospedeiras pode resultar em reagdo de hipersensibilidade, reduzindo
consideravelmente a multiplicacéo e apacidade patogénica. O autor acredita
que essas diferencas estejam relacionadas com 0 reconhecimento entre as
moléculas da superficie do hospedeiro e do patégeno durante a adesdo. A
idéia do envolvimento da adesdo no processo reconhecimento, e também no
estabel ecimento de condi¢des para que a infec¢do ocorra, € compartilhada por
outros autores (Nicholson & Epstein, 1991; Nicholson & Kunoh, 1995;

Weiergang et ., 1996).

As moléculas de reconhecimento e adesdo sdo na maior parte dos
casos, de natureza protéica ou glicoprotéica para fungos fitopatogénicos (Xiao
et al., 1994; Pain et a., 1996; Sugui, 1998; Sugui et a., 1998). Em bactérias
fitopatogénicas, parece haver o envolvimento de lipopolissacarideos e
glicoproteinas de superficie durante ligacéo e adesdo das mesmas (Sequeira,
1985). As camadas superficiais denominadas camadas S (“S-layers’)
parecem estar envolvidas no reconhecimento entre bactérias e tecidos
hospedeiros. Essas camadas seriam formadas por moléculas dispostas de
maneira organizada (cristalina) tanto na superficie da bactéria patogénica
quanto no tecido hospedeiro-alvo. As funcOes dessas camadas ainda
permanecem enigmaticas, porém ja foram apontadas em alguns casos como
sendo fatores de viruléncia de patégenos (Beveridge et al., 1997).

Nosso objetivo enfocando a adesdo e agregacdo é avaiar o
potencial de controle de doencas baseado no conhecimento desses fenémenos.
Uma maneira de intervir seria evitar a adesdo de propagulos através do usos
de antiadesivos. Os experimentos com antiadesivos ainda sdo escassos ha
area de fitopatol ogia e, mesmo no caso de sucesso desses ensaios, tem-se que
fazer um levantamento profundo sobre o impacto e os custos da adogdo de
uma nova estratégia de controle. Um exemplo tipico € o bloqueio da adesdo
de C. graminicola pela lectina concanavalina A (Con A) demonstrada por
Mercure et a. (1994b). Apesar da inviabilidade da utilizagdo da Con A em
testes de campo, pois o custo por grama dessa lectina esta em torno de 300
ddélares americanos, 0 experimento mostrou que é possivel interferir na adesao
de um fitopatégeno. O uso de antiadesivos para o controle de patdgenos de
animais e seres humanos ja estd em estégio bastante adiantado e alguns
exemplos serdo dicutidos subseqlientemente.

Um dos grandes desafios dos fitopatol ogistas nesse novo século
sera entender a quimica, a bioguimica e a fisico-quimica da adesao e procurar
substancias mais baratas que possam fazer o bloqueio da adesdo em condicdes
de campo, levando ao controle do patégeno, sem que seja preciso eliminar o
organismo em questdo ou contaminar 0 ambiente com fungicidas de largo
espectro.

Finalmente, o trabalho foi dividido em dois blocos para facilitar a
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discussao: a adesdo de bactérias fitopatogénicas constitui o primeiro e a
adesdo de fungos fitopatogénicos o segundo. Paralelamente, serdo discutidos
aguns dos exemplos disponiveis em outras éareas, procurando extrair
informagdes i mportantes que poderiam ser utilizadas em doencas de plantas.

MECANISMOS DE ADESAO DE BACTERIAS
FITOPATOGENICAS

A fase inicial da invasdo de tecidos por bactérias € um processo
altamente dependente do acaso. Apesar de a motilidade de algumas espécies
de bactérias estar garantida pela presenca de flagelos (Goodman et a., 1986),
estas usual mente dependem de ferimentos e/ou aberturas naturais para ganhar
0 interior dos tecidos da planta hospedeira. A colonizagdo (multiplicagéo
inicial) tem inicio tdo logo condi¢Bes favoraveis sejam encontradas aliadas a
auséncia de reacBes por parte dos tecidos da planta. Algumas bactérias
apresentam genes hrp (do inglés “ hypersensitive reaction-pathogenesis”’) que
elicitam reacdo de hipersensibilidade em determinados hospedeiros (Minardi,
1995). A adesdo da bactéria a umaregido interessante, sob o ponto de vistade
sobrevivéncia, se da por meio de macromoléculas de superficie, bastante
conhecidas e caracterizadas em bactérias que causam doencas em seres
humanos (Soto & Hultgren, 1999). Infelizmente, essas macromoléculas ainda
sdo pouco estudadas ou citadas em patdgenos de vegetais (Alfano & Collmer,
1997); O'Cdlaghan et a., 1999; Simpson et a., 2000). De qualquer maneira,
em ambos 0s casos, as bactérias parecem poder ligar-se aos hospedeiros
primeiramente de maneira reversivel e depois de maneira permanente
(Matthysse & McMahan, 1998). Alguns autores usam os termos “docking” e
“anchoring”, para ligacdo e adesdo respectivamente, de acordo com 0s
termos adotados nesta revisdo para separar funcionalmente estas duas etapas
dainteracéo das bactérias com substratos-alvo.

A adesdo célula-célula ou a uma superficie se da através de
macromoléculas de superficie. Estas macromoléculas denominadas adesinas
sdo divididas em dois grupos : 0 primeiro composto por proteinas de natureza
fibrilar, as fimbrias, e um segundo por proteinas de constituicdo nao fibrilar.
Os eventos iniciais do processo infeccioso sdo interagcdes moleculares entre a
célula do hospedeiro e a célula do patégeno. Essa “comunicagdo molecular”
depende, em grande parte, dos ligantes caracterizados como proteinas de
superficie da bactéria e dos receptor es, que constituem os sitios de interagéo
na superficie do tecido hospedeiro (Soto & Hultgren, 1999).

Na area de fitopatologia, uma das interacbes mais estudadas € a
relacdo do A. tumefaciens com vérios hospedeiros. O A. tumefaciens é
considerado como um microrganismo “engenheiro genético natural”, pois €
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capaz de transferir um segmento de DNA (um plasmideo que induz a
formagao de tumores) para células vegetais hospedeiras. Todo esse processo €
dependente das proteinas Vir (de viruléncia). Os pélos, “pili”, dessa bactéria
tém funcdo dupla, tanto auxiliando na adeséo quanto atuando no contacto
cdula-célula para mediar a transferéncia de DNA (Hultgren et al., 1993;

Schmidt-Eisenlohr et al., 1999). Na década de 80, j& havia sido demonstrada a
complexdade da adesdo por essa bactéria. Em trabalho pioneiro, Matthysse e
colaboradores (1982) mostraram o envolvimento de microfibrilas de celulose
no processo de adesdo de A. tumefaciens. O trabalho sugeriu que a etapa
inicial de ligag8o era seguida por um periodo de sintese de microfibrilas de
celulose pela bactéria, uma estratégia que acabava fortalecendo a intimidade
desse patdgeno com a superficie das células de cenoura em cultura. A massa
bacteriana com as microfibrilas formadas pode atrair mais bactérias que, por
sua vez, passam também a produzir fibrilas completando, segundo os autores,
as etapas 4 e 5 do processo como um todo, ou seja, ligacdo, adesdo, producéo
defibrilas de celulose e atragdo de mais bactérias.

Duas décadas depois, as pesquisas com esse microrganismo
avancaram consideravelmente no campo da biologia molecular.
Recentemente, foi demonstrada que a colonizagdo de raizes de tomate e de
Arabdopsis thaliana por A. tumefaciens é reduzida em mutantes deficientes
nos genes da fase de ligagéo, attB, attD e attR, e mutantes deficientes na
producdo de fibrilas de celulose, cel (Matthysse & McMahan, 1998). Os
avangos na utilizag8o de técnicas de biologia molecular vém garantindo maior
rapidez na interpretacdo e montagem de modelos para explicar aadeséo. O
modelo A. tumefaciens sera discutido com mais detalhes nas préximas

péaginas.

BACTERIAS: PRE-REQUI SITOSPARA A ADESAOE
FORMAGCAO DE BIOFILME

O sucesso da adesdo, como parte do processo que leva apatogénese
de uma bactéria, depende de uma série de eventos. Apés o contacto inicial
com o hospedeiro ha uma multiplicacdo de células e posteriormente tem inicio
a formagdo de um biofilme cuja principal caracteristica € a produgdo de
exopolissacarideos. O termo biofilme €é empregado para designar
comunidades de microrganismos (bactérias ou fungos) mobilizadas sobre uma
superficie, que abriga, estabiliza e otimiza a vida do organismo. A placa
bacteriana formada entre os dentes € um tipo de biofilme extensivamente
estudado (Kolenbrander, 2000). A situacdo oposta é caracterizada pela vida
livre dos microrganismos que podem nadar sem restricbes no meio onde
estdo. Muitos microrganismos de vida livre, também chamados de
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plancténicos, podem “optar” pela vida em comunidade durante um
determinado periodo do ciclo de vida e retornar avida livre posteriormente.

O ciclo de desenvolvimento de um biofilme pode ser resumido em quatro
fases: a iniciagdo, a maturacdo, a manutencao e a dissolucdo. Esta liberdade
fenotipica permite que bactérias se adaptem & alteracGes impostas pelo meio
ambiente ao qual estdo submetidas. A transi¢do entre um estado e outro é feita
de maneira controlada e é altamente complexa sob o ponto de vista
fisiologico, bioguimico e molecular (O’ Toole et al., 2000).

Os biofilmes podem ser formados por uma Unica espécie de
bactéria ou por diferentes espécies. Para melhor entender o processo de
formagdo dos biofilmes, vamos analisar um tipo de interacdo que mais
comumente ocorre na natureza e também passivel de se verificar durante as
interacBes patdgeno-hospedeiro, ou seja, uma comunidade microbiana multi-
espécie. Assim, essa comunidade pode ter um tipo predominante, o patdgeno,
mas divide o espaco e recursos disponiveis com outros organismos
(oportunistas). Alguns autores preferem chamar uma comunidade multi-
espécie, naturamente formadas, de “cidade dos micrébios’ (Watnick &
Kolter, 2000). Assim, assumimos que hovas bactérias que vao “migrar” paraa
“cidade” procurariam uma vizinhanga que poderia atender as necessidades
basicas de sobrevivéncia e que apresentasse perspectivas paraaexpansdo da
nova colénia. Na Figura 1 tem-se a esquematizagao das etapas que culminam
com a formagdo de um biofilme bacteriano. Nos primeiros quadros, as células
estabelecem uma associagdo reversivel com organismos ja instalados na
superficie-alvo até que uma porcdo seja escol hida para ser o ponto de ligac&o.
Em seguida, as células ddo inicio aformacdo de microcoldnias. O processo
segue com a producdo de uma matriz extracelular, em grande parte formada
por polissacarideos extracelulares, que caracteriza e organiza
tridimensionamente o biofilme. O Ultimo quadro mostra que agumas
bactérias podem eventual mente se desalojar e procurar outras superficies para
colonizar. A interagdo inicial das bactérias com a superficie € mediada por
estruturas como flagelos e pélos (ou fimbrias) do tipo IV (“type IV pili” ou
“type IV fimbriag”) (Soto & Hultgren, 1999). Essa interacdo inicial (contacto
tempor&rio) € normamente seguida, como ja foi visto, de multiplicacdo
celular e producdo de polissacarideos. Particularmente, admite-se que os pélos
do tipo 1V participam decisivamente nas interagdes célula-célula (fendbmeno
de agregacdo), formagdo do biofilme e da patogénese. O biofilme facilita
muito a vida das bactérias, uma vez que garante a vida da colénia em
ambientes ndo estaveis e com fluxo constante de liquidos. Pode-se atribuir ao
biofilme uma série de vantagens para a coldnia, como a melhor comunicagdo
entre células, em funcéo da solucéo de continuidade entre elas, facilitando as
atividades bioquimicas. As vantagens podem ser: a) uma melhor proliferacéo
resultante da melhor comunicacdo entre elas, por exemplo, h& casos de
aumento de atividade biodegradativa por col6nias mistas, b) a melhoria do
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acesso a nichos e recursos que ndo poderiam ser utilizados por células
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Aproximacéo

Células ligadas

Formacao de
microcolénia

Formacao de biofilme

Células podem
se desalojar

Figura 1. Representacdo esquemética da aproximagao de bactérias flageladas
asuperficie de uma rocha. As bactérias usam os flagelos polares
para ligaremse reversivelmente enquanto migram por sobre a
superficie das células ja aderidas. Em momento apropriado vao
formar microcolénias. Finamente, ocorre a producdo de
polissacarideos extracelulares que gera e, a0 mesmo tempo,
estabiliza o biofilme. Quando as condi¢des no biofilme tornam-se
desfavoraveis, algumas bactérias podem se desalojar e procurar
outras superficies mais favoraveis. Adaptado de Watnick & Kolter
(2000).

RAPP — Volume 9, 2001



10 — Breno Leite et al.

isoladas, por exemplo, cita-se a capacidade de bactérias formarem colénias
esféricas no interior das quais a atividade de enzimas hidroliticas é otimizada,
c) a defesa coletiva contra fatores antagdnicos, por exemplo temos a maior
resisténcia de col 6nias aos agentes oxidativos e aos antibi6ticos, em situagdes
em que células individuais seriam dizimadas, ed) o aumento da sobrevivéncia
da coldnia pela diferenciagdo em tipos distintos de células, por exemplo, as
col6nias podem formar células distintas mais resistentes ao ataque por fagos,
ao efeito de antibidticos e a dessecagdo. A idéia de que devemos tratar as
populagdes de bactérias como organismos multicelulares vem ganhando mais
adeptos desde de que foram descobertas moléculas sinalizadoras que sé&o
produzidas a partir do momento em gue a populag&o atinge um determinado
ndamero de individuos associados. As moléculas sinalizadoras “quorum
sensing molecules’ regulam a expressao de uma grande variedade de
caracteristicas fenotipicas (Shapiro, 1998).

A dindmica de formacdo e dissolucdo (ou remodelagem) do
biofilme parece ser dependente de sinais especificos trocados pelas células
envolvidas. Existem produtos extracelulares que podem atuar como
mediadores dessa dindmica, ora atuando como fatores de construcéo do
biofilme, ora promovendo o desmonte da arquitetura do mesmo. A exploragéo
do meio de cultivo é o objetivo que impulsiona a consolidagdo do biofilme,
enquanto a escassez de nutrientes e condi¢fes ambientais adversas o que
determina o rearranjo. Em P. fluorescens B52, verificou-se que a formagéo
maxima de biofilme se deu entre 20 e 50 horas apds a repicagem em meio
liquido. Durante esse periodo, observou-se, ao microscépio de varredura
ambiental, que um grande nimero de células estavam ligadas a matriz de
exopolissacarideos. Em periodos superiores a 50 horas ndo foram observados
incrementos na estrutura do biofilme, mas sim reducées (Allison et al. 1998).
Os autores acabaram por demonstrar que culturas velhas de P. fluorescens
produzem liases de exopolissacarideos que sdo especificamente direcionadas
para a degradacdo (digestdo) do biofilme e que homoserinas lactonas
poderiam estar envolvidas na sinalizacdo para a formag&o de biofilmes. Essa
linha de investigagdo poder4 fornecer as bases para a utilizagdo de
sinalizadores para o controle da formagéo de biofilme, e quando for o caso, do
controle de doengas. Nos préximos paragrafos vamos discutir alguns fatores
que contribuem para o estabel ecimento e desenvolvimento do biofilme.

Producéo e a importancia de polissacarideos extracelulares: A
produc&o de polissacarideos extracelulares e proteinas extracelulares tem sido
associada a capacidade de causar doencas em plantas (Denny et al., 1996;
Katzen et a., 1998; Dow & Daniels, 2000; Simpson et al., 2000). A atuacéo
direta dos polissacarideos como agentes promotores de adesdo ainda é
controversa. Contudo, é indiscutivel a participagdo dos mesmos em fases
distintas da patogénese (Hayward & Mariano, 1997). Aparentemente, a
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formacdo do biofilme bacteriano € altamente dependente da producdo de

exopolissacarideos, mas a adesdo em si pode ndo ser. Em trabalho recente
com a bactéria Escherichia coli K-12 (Danese et a., 2000), os autores,

estudando a ligagdo de bactérias & superficies e a dinamica da formagéo do
biofilme, ndo encontraram uma relagéo direta entre a ligacdo da bactéria ao
substrato pléstico testado e a producéo de biofilme. A ligacdo inicial das
bactérias parece ndo depender da producgao de polissacarideos extracelulares.
Os autores afirmaram: “surpreendentemente, ndés demonstramos que a
producdo do exopolissacarideo &cido colénico ndo é requerida para a ligagdo
da E. coli & superficies do pléstico PVC (polivinilclorado). Por outro lado, o
acido colénico é critico para a formagdo do complexo tridimensiona
(estrutura e espessura) dos biofilmes’. Os autores compararam mutantes de E.
coli deficientes para a produgdo do &cido colénico com a estirpe selvagem

durante o processo de formacgao do biofilme. A Figura 2 mostra o resultado do
experimento onde se nota claramente que a producdo do &cido afetada nédo
compromete demasi adamente aligagdo de célulasde E. coli K-12 a0 PVC.

Na estrutura quimica do &cido colénico encontram-se: fucose,
galactose, &cido glucurénico, glucose, grupos acetil e piruvato; jA na goma
xantana produzida pelo fitopatégeno Xanthomonas campestris pv.
campestris a composi¢do varia um pouco, sendo constituida por uma
segiiéncia repetitiva de pentassacarideos apresentando unidades de manose,
acido glucordnico e celobiose. A goma fastidiana, produzida por Xylella
fastidiosa (Figura 3), apresenta algumas caracteristicas comuns com a X.
campestris pv. campestris (Dow & Daniels, 2000). Em funcdo de outras
similaridades na capacidade patogénica dessas bactérias que atacam citrus,
acredita-se que a patogenicidade da X. fastidiosa também dependa da
regulacdo da producdo da goma fastidiana, uma vez que mutacdes em
qualquer um dos genes reguladores da producdo da goma xantana afetam a
patogenicidade da X. campestris pv. campestris (Tang et a., 1991). Em
trabalho recente foi demonstrado que mutantes de X. campestris pv.
campestris que apresentam alteragdes nas Ultimas etapas da sintese de
goma xantana também exibem reducdo de agressividade contra plantas
utilizadas nos testes de viruléncia. Apesar das evidéncias, os autores alertam
para o fato de que a correlagdo com agressividade foi conseguida com
mutantes pleiotrépicos (de multiplos efeitos). Assim, a interpretacdo tem que
ser feita com cautela (Katzen et al., 1998). Essas possibilidades serdo alvo de
estudosem X. fastidiosa (Simpson et al., 2000).

O papel de polissacarideos extracelulares no género Xanthomonas
também tem sido estudado de outras maneiras. Em X. campestris pv.
vesicatoria, por exemplo, exopolissacarideos purificados foram testados em
plantas de pimenta, tanto na forma pura como em combinagdo com as
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Figura2. Importancia do polissacarideo extracelular acido colénico, no
processo de formagdo do biofilme de Escherichia coli K12. (A)
Discos de PVC lavados e corados com cristal violeta Maior
coloragdo indica maior quantidade de bactérias aderidas. (B) O
grafico mostra a quantificaco da coloragdo com o cristal violeta
em cada ponto avaliado. Notar que no mutante incapaz de produzir
o0 polissacarideo a adesdo foi pouco afetada. Adaptado de Danese
et al. (2000).
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= A

Microscopia eletronica de varredura de vasos do xilema de folha de
citros parcialmente bloqueados pel a bactéria fitopatogénica Xylella
fastidiosa, causadora da Clorose Variegada do Citros. Notar a
presenca de polissacarideos extracelulares (goma fastidiana) no
|imen do vaso (seta). Barra=5 pum. Foto de E. W. Kitgjima.

et

Figura3.
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bactérias. Os pesquisadores acompanharam, basicamente, as respostas de
encharcamento, perda de eletrdlitos, descoloracéo e colapso das folhas. Com
certeza, ainda had muito a ser estudado com relagdo & fungbes dos
polissacarideos na patogenicidade de bactérias.

Hidrofobicidadee O cardter hidrofébico ndo é facilmente
compreendido como fator envolvido na adesdo, mas vem sendo cada vez mais
investigado. Para iniciar, deve-se ter em mente que a hidrofobicidade é
considerada inespecifica sob o ponto de vista de atragdo. Considera-se que a
ligagdo hidrofébica sgja mais uma “tendéncia’ de as moléculas apolares
associarem-se com outras moléculas apolares em lugar da associagdo com a
agua. Entre os complexos apolares que podem estar envolvidos na adesao,
podemos citar: antigeno-anticorpo, adesinas-receptores, lectinas-carboidratos,
etc. A adesdo via porg¢des hidrofébicas das superficies de bactérias e outros
organismos, incluindo particulas virais, parece ser regra nos processos de
adesao e colonizagdo por patdégenos, tanto que alguns autores consideram o
caréter hidrofébico decisivo durante a adeséo (Duncan-Hewitt, 1990).

Doyle (2000) lista 40 espécies de patdgenos bacterianos em que a
hidrofobicidade foi associada a viruléncia ou capacidade infectiva. Apesar
disso, o autor considera que a hidrofobicidade pode ser dispensavel por alguns
patogenos. E preciso ainda aprofundar os estudos sobre o assunto para
garantir o desenvolvimento de antiadesivos quando for aplicivel. Esses
antiadesivos poderiam, por exemplo, afetar a interagdo entre ligantes e
receptoresimpedindo a adeséo (Sharon & Lis, 1995).

Acredita-se que as evidéncias a favor da importancia da
hidrofobicidade sdo suficientes para que se justifique a avaliagdo do caréter
hidrofébico de um patégeno nas fases iniciais de investigacéo seja qual for o
patégeno deinteresse. A hidrofobicidade da superficie de umabactéria gjusta-
se ao quadro geral que prevé a producdo de polissacarideos paraafaseinicial
de maturacdo do biofilme (Allison et a., 1998), uma vez que O0S
polissacarideos sdo substancias reconhecidamente hidrof dbicas parafacilitar a
ligag8o com receptores hidrofébicos na superficie do hospedeiro. Doyle
(2000) ressdlta que o pouco interesse pela hidrofobicidade se deve ao fato da
mesma ser considerada inespecifica. Contudo, o autor acredita que a biologia
molecular vai acrescentar muitas informagdes novas sobre as hidrofobinas na
préxima década.

Todas as informacBes apresentadas anteriormente séo importantes
para a discussdo sobre a patogenicidade de bactérias fitopatogénicas,
particularmente a Xylella fastidiosa e Xanthomonas axonopodis pv. citri,
explorando diferencas e similaridades.
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OUTROSFATORESIMPORTANTESPARA ADESAO E
INFECCAO

Moatilidade: Alguns outros acontecimentos contribuiram para a
racionalizagdo do processo de infeccdo que admite a existéncia de etapas que
antecedem a ligacgdo e adesao do fitopatdgeno. A matilidade do patégeno na
direc&o do hospedeiro potencial. Estudos pioneiros mostraram que diferencas
na capacidade de produzir flagelos (tamanho normal e méveis) podem separar
estirpes virulentas das avirulentas de Erwinia amylovora (Huang, 1974). Na
mesma linha, pesquisadores trabalhando com isolados de P. phaseolicola que
apresentavam flagelos funcionais e isolados com flagelos ndo funcionais
(paralisados), mostraram que aqueles com flagelos ativos causavam 12 vezes
mais infeccdo do que os isolados com flagelos inativos (Panopoulos &
Schroth, 1974). Por outro lado, foi demonstrado que na infeccdo por
Ralstonia solanacearum nem sempre a presenca de flagelos é o fator
determinante de patogenicidade. Trabalhos com microscopia eletrbnica
revelaram que a estirpe virulenta de R. solanacearum apresentava apenas 2-
5% de células flageladas, enquanto que as avirulentas exibiam 80-90%
(Kelman & Hruschka, 1973). Esse resultado acabou levando adescoberta de
um outro fendmeno interessante hoje conhecido como aerotatismo. As
estirpes virulentas e avirulentas de R. solanacearum quando misturadas e
expostas a um gradiente de oxigénio apresentavam comportamento
diferenciado, as avirulentas dirigiamse & concentracBes mais altas de
oxigénio, enquanto que as virulentas movimentavam-se na direcdo contraria
(Schmidt, 1978).

H4 ainda um segundo tipo de motilidade a ser discutido.
Normalmente pensamos primeiramente em flagelos quando falamos em
motilidade de bactérias. Contudo, as fimbrias sdo as estruturas responsaveis
pela movimentagdo das unidades bacterianas na superficie do biofilme em
formacg8o. Trata-se de um tipo de movimentacdo diferenciada caracterizada
pela independéncia da atividade flagelar e por conferir & bactérias um
movimento suave, como se estivesse planando bem proxima da superficie
(Wall & Kaiser, 1999). Esse tipo de movimentacdo é bastante importante nas
fases iniciais da formag&o do biofilme, permitindo que as bactérias se liguem
ao substrato somente quando estejam realizando movimentac&o exploratdria
onde abactéria“liga-se”, “move-se€” com igual intensidade. Nessas condi¢oes,
a bactérias podem “sentir” a densidade de células abaixo e a disponibilidade
de nutrientes. Posteriormente, com a consolidagdo do biofilme, esses
deslocamentos serdo dificultados e somente plenamente ativos com a
dissolucéo e/ou digestdo do biofilme (O’ Toole et al., 2000).

Busca por energia (tatismo): Recentemente, a aerotatismo foi
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incluido entre os tatismos pela busca por energia. Assim, 0 aerotatismo
(tatismo por oxigénio), o fototatismo (tatismo pela luz), o redoxtatismo
(tatsimo por potenciais de 6xido-reducdo), quimiotatismo (tatismo por fontes
de carbono) e o tatismo por aceptores aternativos de elétrons que
compartilham vias de transducdo de sinais comuns. A taxia energéticatem
um significado ecol 6gico no que diz respeito ao posicionamento do organismo
no meio ambiente, a chamada estratificacdo vertical . Por razdes 6bvias vem
sendo considerada bastante importante nas interacfes planta-microbios
(Taylor et al., 1999).

Os trabalhos tém se tornado cada vez mais detalhados sob o ponto
de vista quimico. Em publicac8o sobre a bactéria Bacillus megaterium, que é
uma colonizadora de raizes e potencial agente de controle da podriddo de
raizes de soja causada por Rhizoctonia, os resultados mostraram, com o
auxilio de cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC), que o extrato que
atraia as bactérias € composto de alanina, asparagina, glutamina, malato,
serina e treonina (Zheng & Sinclair, 1996). A conclusdo foi de que a mistura é
indispensavel para o sucesso da colonizagdo de raizes e sementes de soja
Nesse caso, estamos discutindo um exemplo onde h4 um interesse em
favorecer a adesdo e colonizagdo para fins de controle bioldgico.
Normalmente, procura-se o controle direto do fitopatégeno através do
desfavorecimento desses processos.

AGROBACTERIUM TUMEFACIENS: A ADESAO
ENVOLVE FIBRILASDE CELULOSE

A bactéria Agrobacterium tumefaciens € um microrganismo
fitopatogénico flagelado, Gram negativo e em forma de bastonete. A
capacidade patogénica é conferida pela presenca de um plasmideo (DNA
extracromossdmico) que contém,entre outros genes, um gene responsavel pela
inducéo de tumores (galhas) em plantas herbaceas e lenhosas, especialmente
roseiras, macieiras e pereiras. A doenca, conhecida como galha da coroa, é
mais comumente verificada em casas de vegetagdo e viveiros, porém pode ser
detectada em pomares com problemas de drenagem. A. tumefaciens é
encontrado no solo normamente vivendo de maneira saprofitica e pode
ganhar o interior do hospedeiro através de ferimentos. Em funcdo das
caracteristicas especiais com relacdo acapacidade de inserir genes estranhos
ao genoma de um vegetal, esta bactéria tem sido utilizada como ferramenta de
engenharia genética em programas de melhoramento vegetal (Li et al., 1996).

O processo patogénico de A. tumefaciens tem inicio com a ligagéo
das células asuperficie da planta. Essa ligacdo é considerada essencial para
gue a doenca ocorra. Mutantes com deficiéncia na capacidade de ligarem-se
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ao tecido hospedeiro apresentam redugdo na viruléncia (Tomashow et dl.,
1987). A ligagdo (“attachment”) é fraca e pode ser revertida por agitacdo ou
por acdo da &gua em fluxo continuo. Vérios genes, denominados att, séo
mobilizados para que essa etapa seja coroada de sucesso. A segunda etapa,
envolve a sintese de fibrilas de celulose por parte da bactéria (Figura 4). As
fibrilas geradas acabam garantindo uma ligagdo forte a planta hospedeira.

Nesse caso, 0s genes envolvidos sdo denominados genes cel. Mutacdes nos
genes envolvidos em cada uma das etapas acabaram comprometendo a
colonizagdo de raizes de A. thaliana e tomate (Figura 5) (Matthysse &

McMahan, 1998). Os autores concluiram que tanto os genes envolvidos na
sintese de polissacarideos de superficie (cel e attR), quanto aqueles
responsdveis pela sinalizagdo entre a planta e as bactérias @ttB e attD)
reduziram, apds mutagénese, a capacidade de colonizar raizes intactas.
Avancos consideraveis tém sido realizados sob o ponto de vista bioquimico e
de biologia molecular do modelo em questdo. A pesquisa da interagédo

Agrobacterium-hospedeiros €, sem duvida, uma das mais adiantadas na &rea
fitopatol 6gica em todos os aspectos, e maiores progressos sdo esperados para
aproximadécada.

XYLELLA FASTIDIOSA, A ADESAO AO XILEMA COMO
FATOR DE PATOGENICIDADE

A bactéria X. fastidiosa, agente causal da CVC - Clorose Variegada
do Citros, é habitante do xilema, transmitida por cigarrinhas e por enxertia
(Purcell & Hopkins, 1996). Esse fitopatdgeno representa hoje um problema
internacional., principalmente, em funcdo do grande nimero de plantas
hospedeiras que pode afetar (Rosseti et al., 1990; Beretta et al., 1996;
Paradella Filho et al., 1997). Nos Estados Unidos o principa avo da bactéria
€ a videira tendo sido descrita pela primeira vez por Pierce (1892). Por esse
motivo a doenca € conhecida no hemisfério norte como “Pierce’s disease’.
No Brasil, aém do citros, ha referéncias de que a bactéria esta relacionada a
requeimado cafeeiro (Limaet al., 1996) e outras doengas.

Apesar do recente sequenciamento do genoma desse patdgeno
(Simpson et al., 2000) e do esforco de centenas de pesquisadores no mundo
inteiro, ndo ha medidas de controle ou medidas preventivas que possam ser
recomendadas para este patossistema. H4 um consenso que € necessario
congregar uma equipe multidisciplinar de investigadores para procurar o
entendimento dos mecani smos que determinam o sucesso na colonizagéo dos
tecidos da planta hospedeira. Espera-se que, enquanto este trabalho seja
escrito, que muitos aspectos do ciclo de vida da bactéria estejam sendo
desvendados. Com o auxilio das areas de fisiologia, bioquimica, entomologia,
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fitopatologia e técnicas de biologia molecular espera-se que uma solucéo para
aclorose variegada do citros seja encontrada em futuro néo distante.
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Figura4. Ligagdo de células de Agrobacterium tumefaciens, oriundas de
culturas de tecidos de cenoura. As fibrilas de celulose sdo
produzidas pelas células bacterianas (setas). Nos estagios finais do
processo de adesdo, as fibrilas asseguram o intimo contato da

bactéria com o tecido hospedeiro (Adaptado de Matthysse et al.,
1982).
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Figura5. Ligacdo da bactéria Agrobacterium tumefaciens aos pélos das
raizes de Arabdopsis thaliana. Ostipos selvagem e mutante de A.
tumefaciens foram incubados com as raizes por 2 dias em
presenca de solucdo de sacarose 0.4 %. (A) foto mostra numerosas
bactérias do tipo selvagem ligadas as estruturas das raizes; (B)
raizes incubadas com mutante incapaz de sintetizar fibrilas de
celulose; (C) Note que ndo sdo vistas células sobre os pélos,
mutantes para ligagdo (“attachment”). Note que as bactérias
exibem atividade de ligagdo reduzida em relag&o ao tipo selvagem
(Adaptado de Matthysse & McMahan, 1998). Barra=5 mm.
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A adesdo & paredes do xilema coloca esse patdgeno no grupo
especial das bactérias de vida limitada ao xilema. O termo “bactérias limitadas
ao xilema’ tem sido utilizado para descrever fitopatégenos procariéticos que
sdo dificeis de serem isolados por métodos bacteriol 6gicos convencionais.
Esses patégenos também se caracterizam pela dificuldade para o
estabelecimento de medidas de controle (Raju & Wells, 1986; Hill & Purcell,
1997). A bactéria depois de instalada (aderida) passa a se multiplicar e produz
substancias extracelulares. Entre estas substancia, uma grande quantidade de
polissacarideos extracelulares é secretada (goma fastidiana), que contribuem
para a formac&o de um biofilme na superficie dos vasos do xilema. Sobre esse
material depositam-se mais bactérias que resultam em grandes agregados que
podem interromper o fluxo regular de dgua e nutrientes através dos vasos.
Esses agregados celulares podem, em tese, contribuir para concentrar
atividade de exoenzimas bacterianas, auxiliar na captura de nutrientes,
acumular substancias detoxificantes, manter a agregacao de células e proteger
contra as flutuagdes ambientais, como ja foi discutido anteriormente. Nos
parégrafos seguintes serd discutida a importéncia da goma fastidiana e
adesinas na patogenicidade da X. fastidiosa. Um modelo hipotético esta sendo
proposto para racionalizar as etapas de adesdo, formagdo e consolidac&o do
biofilme gerado. Claramente, a adesdo e subsequente formacgéo de biofilme
tem um papel decisorio na evolugdo do quadro patogénico originado pela X.
fastidiosa. A prosposta de um modelo é conseqliéncia da nova realidade da
pesquisa gendmica mundial. Atualmente, a observagdo empirica é seguida de
experimentagdo prética imediata, enquanto a modernizagdo metodol 6gica vem
permitindo a chamada andlise e smulagdo “in silico” (Michelmore, 2000). O
trabalho de levantamento de dados a partir dos genomas sequenciados é
acompanhado de comparacfes e simulagdes, muitas vezes longe das bancadas
doslaboratérios.

A ADESAO DE XYLELLA FASTIDIOSA: UM MODELO EM
DISCUSSAO

A ADESAO DE XYLELLA FASTIDIOSA: UM MODELO
EM DISCUSSAO

Durante o desenrolar dos trabalhos de investigacdo, foi
desenvolvido um modelo hipotético para explicar, pelo menos em parte, a
adesdo de X. fastidiosa. Para fundamentar o modelo remete-se aos
conhecimentos expostos anteriormente nessa revisao e também aos resultados
obtidos pelos autores. Apesar das investigacOes experimentais estarem em
fase inicial, foram encontradas fortes evidéncias de que o mecanismo
proposto esteja realmente ativo nessa bactéria patogénica. O modelo esta
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amparado nos dados disponiveis do sequenciamento do genoma da bactéria
(Simpson et al., 2000) e também no levantamento bibliografico realizado.

O modelo de adesdo proposto para a X. fastidiosa tem como
objetivo primario facilitar o delineamento experimental que permita
compreender a relacdo de atragdo entre célula-célula e a atragéo das bactérias
pelo tecido hospedeiro. O modelo parte do principio de que a adesdo desta
bactéria fitopatogénica possa estar sendo mediada por grupos tiéis (SH)
localizados na superficie das unidades celulares. A presenca desses grupos SH
seria uma conseqliéncia da existéncia de proteinas transmembranas de
superficie exibindo residuos de metionina na porcdo extracelular. Estudos
estéo sendo concentrados no sentido de confirmar a existéncia desses grupos
através da utilizagdo de marcadores de grupos tiol (Ohmura et al., 1996).
Resultados preliminares, obtidos através da andlise da composicdo de
elementos quimicos da superficie de bactérias por meio de microandlise de
raio X, indicam a presenca de enxofre (S) na superficie de células de X.
fastidiosa. O residuo na forma reduzida (SH) seria a forma adesiva, sendo a
forma oxidada ndo adesiva (S). A adesdo, logicamente, ndo seriainteiramente
realizada através desse Uinico mecanismo, uma vez que forcas hidrofébicas e
cargas devem estar igualmente envolvidas (Doyle, 2000) Além das evidéncias
experimentais, alguns fatos reforcam esse modelo: 1) o sequenciamento do
genoma da X. fastidiosa mostra uma ORF (Open Reading Frame) com
homologia para a da enziima metionina sulfoxido-redutase que pode estar
ativa no patdégeno; 2) a existéncia de bactérias cuja adesdo é mediada por
grupos tidis (Ohmura et al., 1996) e 3) a influéncia de grupos SH na
adesividade de patégenos que atacam seres humanos. A relagdo entre os
grupos SH e adesdo foi investigada nas as bactérias Streptococus
pneumoniae, Neisseria gonorheae e E. coli. Mutantes desses patdgenos
(Wizemann et a., 1996) tiveram a capacidade adesiva reduzida apés a
mutagénese sitio dirigida para o gene msr cujo produto é a enzima metionina
sulféxido redutase (M SR).

Resumindo, a bactéria pode possuir grupos tiéis em sua superficie,
cujo estado reduzido (adesivo) é mantido pela enziima MSR. O mecanismo
detalhado de como ocorre a conversdo entre grupos (S) e (SH), por agéo da
MSR, foi proposto recentemente (Lowther et al., 2000). Por outro lado, o
model o ora proposto assume gque a adesao pode ocorrer independentemente da
producdo da gomafastiana. De fato, observando atentamente a Figura 3, dessa
revisdo, nota-se que muitas células estdo aderidas umas & outras ou a
superficie dos vasos e ndo se nota, muitas vezes, a presenca da goma
fastidiana. Esses grupos SH estariam localizados em pontos da superficie
celular ou nas estruturas das fimbrias. A possibilidade de que a adeséo de
bactérias aconteca sem a producdo de exopolissacarideos, discutida
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anteriormente (ver Figura 2), foi demonstrada por Danese et al. (2000). Dessa
maneira, a goma fastidiana, analogamente, poderia ter uma fungdo de
consolidar o biofilme promovendo o crescimento arquiteténico-estrutural do
mesmo, tendo um papel secundario no processo de adeso.

A presenca de enxofre foi investigada em tecidos vasculares de
cacau (Theobroma cacao) em gendtipos resistentes ao fungo fitopatogénico
Verticilium dahliae. Os autores relataram o acimulo de enxofre elementar
somente em células ou estruturas que se encontravam em contato intimo com
0 patoégeno vascular (parede celular dos vasos do xilema, nos géis que
bloqueavam os vasos, etc.) (Cooper et al, 1996). A presenca de enxofre foi
correlacionada com resisténcia e afirmaram “ Nossos dados fornecem um raro
exemplo de localizagdo celular de uma substdncia antimicrobiana e
evidencia, pela primeira vez, oacumulo de enxofre elementar ligado a
resposta de resisténcia emuma planta; esta descoberta vem sécul os depois do
homem ter utilizado pela primeira vez o enxofre como um potente fungicida” .
Apesar darealizagdo de trabal hos subsequentes para assegurar que a resposta
era do tecido vegetal e ndo do patdgeno (Resende, M.L.V., comunicagéo
pessoal), ainda existem dados conclusivos a esse respeito. Assumindo que o
enxofre esteja na constituicdo das paredes do patdgeno, poderiamos admitir
gue o acumulo desse elemento em tecidos resistentes poderia ser resultante de
alguma peculiaridade da resposta do vegetal, restringindo a movimentagdo do
patdgeno. Recentemente, o acUmulo de enxofre elementar foi demonstrado
em plantas de tomate em resposta ao desafio com V. dahliae e em folhas de
fumo que sofriam a resposta de hipersensibilidade pés-inoculacdo com a
bactéria patogénica Pseudomonas syringae pv. Syringae. Os autores
sugeriram que o enxofre elementar pode ter uma grande significancia como
fitoprotetor (Morrissey & Osbourn, 1999). Nesse caso, a dlvida sobre a
origem do sinal de enxofre detetado permanece.

Um outro aspecto importante a ser considerado na adesdo de X.
fastidiosa é a presenca de ions de célcio em material supostamente envolvidos
naadesdo (Leite et al., dados ndo publicados). A presenca de cristais contendo
calcio foi demonstrada nos vasos do xilema de citros (Tyson et al., 1985) e na
superficie de culturas de X. fastidiosa (Alves et al., 2000). Analogamente, o
material adesivo do fungo Colletotrichum graminicola também apresenta
esse ion divalente (Leite et al., 2000). O envolvimento de adesinas
dependentes de célcio jafoi relatado em bactérias fixadoras de nitrogénio que
precisam estabelecer ligacdo fisica com as raizes das plantas (Smit et a.,
1989). A hipotese de trabalho é que o calcio ou outro ion divalente
estabelecem pontes entre superficies negativamente carregadas, tanto do
patégeno quanto da planta hospedeira. Mecanismo semelhante jafoi sugerido
para Candida albicans, um patégeno humano (McCourtie & Douglas, 1981).
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FUTURO: O DESENVOLVIMENTO DE ANTIADESVOS

Nas referéncias bibliogréficas sobre o desenvolvimento e teste de
antiadesivos, hd um ndmero grande de trabal hos voltados para o entendimento
das bases que podem levar ao desenvolvimento de antiadesivos. Em muitos
casos, 0s autores procuram aliar duas propriedades importantes para o
controle de uma populagdo bacteriana, as atividades antimicrobiana e
antiadesiva. Um exemplo claro desse esforco é o teste de “purificadores’
dentais (denture cleansers) no controle de Streptococcus mutans (Morgan &
Wilson, 2000). Os resultados sdo animadores e mostraram que 0 agente
purificador foi capaz de matar as bactérias que aderiram ao material acrilico
gue o continha e houve reducdo da adesdo de novas células. Além disso, o
purificador afetou a capacidade da bactéria em formar o biofilme, que era
removido com facilidade ap6s uma mudanca de fluxo de liquidos.

Coincidentemente, ha um grupo de pesguisadores mexicanos
testando o efeito de exopolissacarideos sulfatados de microalgas no controle
de infecgOes bacterianas de animais que estdo obtendo resultados satisfatorios
(Guzman-Murillo & Ascencio, 2000). Em funcdo da suspeita de que a
superficie de X. fastidiosa apresenta grupos sulfatados (ti6is), iniciaram-se
estudos para verificar os efeitos de dextrana sulfatada na adeséo e agregagéo
daX. fastidosa.

Infelizmente, ndo foram encontrados relatos de trabalhos utilizando
antiadesivos para o control e de fitopatégenos bacterianos. Contudo, um grupo
da Universidade de Wisconsin nos Estados Unidos vem estudando a adeséo e
a colonizagdo de folhas de cevada pela levedura Rhodosporidium toruloides.
O objetivo é maximizar o efeito antagbnico da levedura contra patdgenos da
planta. Ao contrério do que se verifica normalmente em bactérias, os autores
demonstraram que a adesdo de R. toruloides é mediada por cargas positivas
localizadas na superficie da levedura (Buck & Andrews, 1999). Para finalizar,
é conveniente lembrar que as plantas contam com uma camada de ceras
naturais que confere a capacidade hidrofébica a superficie e funciona como
uma imensa placa anti-adesiva, evitando contaminagdo na forma particulada
(Neinhuis, 1997). O estudo de antiadesivos em fitopatologia, é certamente
uma érea aberta parainvestigacao.

MECANISMOS DE ADESAO DE FUNGOS
FITOPATOGENICOS
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A adesdo é considerada pré-requisito essencial durante a
patogénese de fungos (Nicholson & Epstein, 1991). As etapas de atragcdo e
contato entre patégeno e o hospedeiro fazem parte das fases de
reconhecimento da interagdo (Leite et a., 1997). Durante a pré-penetracéo,
ocorre a adesdo através da liberagcdo de materiais adesivos produzidos pelo
patdgeno. Considerando-se 0s subprocessos de pré-penetracéo e penetracao,
torna-se evidente que a penetragdo e infeccdo somente serdo atingidas se
houver adesdo adequada para assim estabelecer as relagdes parasitarias
estaveis entre fungo e planta (Amorim, 1995). Dessa maneira, a penetracdo e
infecgdo somente serdo atingidas se houver adesdo adequada.

A infeccdo por fungos fitopatogénicos ocorre através de hifas
especializadas que invadem os tecidos do hospedeiro. A primeira etapa
consiste na adesdo a barreira representada, por exemplo, pela cuticula e o
crescimento do tubo germinativo sobre essa superficie. Em seguida, as pontas
das hifas se modificam em apressorios, onde a pressdo de turgor aumenta e
impulsiona a estrutura de penetracéo, o “peg”. Além disso, a ponta da hifa
libera enzimas degradadoras de parede celular para facilitar a penetragéo.
Caso ndo promovessem a digestdo de muitas camadas, essas seriam
perfuradas por for¢ca mecénica (Mendgen et a., 1996). Um exemplo bastante
claro da necessidade de adesdo para que se dé o exercicio pleno da
patogenicidade e viruléncia de um patégeno é o estudo realizado com Nectria
haematococca que ataca muitas espécies de cucurbitaceas. Mutantes
deficientes na capacidade de aderir foram gerados e, a partir desses, dois
mutantes independentes foram selecionados por apresentarem reducdo de
cerca de aproximadamente 50 % na capacidade de aderir & superficies de
poliestireno e asuperficie de abobrinhas. Os mutantes apresentaram reducéo
de viruléncia quando inoculados em tecidos intactos, entretanto, ainoculagdo
em tecidos feridos gerou niveis de viruléncia comparaveis ao isolado
selvagem (Jones & Epstein, 1990). Portanto, a capacidade de aderir nesse caso
parece ser, antes de tudo, um fator de viruléncia. Patogenicidade e viruléncia
se confundem porque a capacidade alterada no mutante foi a de aderir ao
substrato hospedeiro.

De maneira semelhante ao que se verifica com bactérias, a adesdo
de fungos também parece ser dependente do cardter hidrofébico dos
propagul os. Em experimento para avaliacéo da capacidade adesiva de Botrytis
cinerea, observou-se que os conidios do fungo eram capazes de aderir a
superficie de tomates ou outros substratos imediatamente apds a etapa de
hidratacdo, estando o0s conidios vivos ou mortos, apesar de ser
comparativamente maior entre os conidios viaveis. Nesse caso, como a adesao
ndo envolve estruturas ou ligagBes especificas, os autores creditaram a
capacidade adesiva a hidrofobicidade existente entre os conidios e os
substratos (Doss et al., 1993). Parece ndo haver um mecanismo padréo de
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adesdo de fungos & plantas, embora possa ser considerado que 0 processo
ocorre com maior facilidade em superficies hidrofébicas tanto artificiais como
naturais. Essa caracteristica estaria ligada ao fato de que as superficies do
hospedeiro sdo freqlientemente recobertas com ceras (Pascholati, 1995).
Apesar da ampla aceitagdo dessa caracteristica, a adesdo em superficies
hidrofilicas também tem sido relatada (Nicholson & Epstein, 1991). De fato,
as caracteristicas da superficie ndo so imutaveis. InvestigacBes sobre os
mecanismos de germinacdo de Erysiphe graminis, mostraram que a superficie
do hospedeiro é alterada por material secretado pelos conidios antes da
germinagdo ocorrer. Esse material é constituido por um filme fluido, rico em
esterases, que cobre as éreas de infec¢do (Kunoh et al., 1988; Nicholson et al.,
1989; Pascholati et al., 1993).

Outra peculiaridade da adesdo em fungos é a formag&o da chamada
placa de adesdo. O estudo do fungo Uromyces viciae-fabae que tem como
hospedeiro o feijoeiro, mostrou que ha liberacdo localizada de materiais
envolvidos na adesdo, os quais garantem a fixagdo dos uredinidsporos a
superficie do hospedeiro (Beckett et al., 1990). Em ambiente aquoso, os
uredinidsporos depositam material em area adjacente, que é denominada de
placa de adesdo. A placa de adesdo é formada a partir de esporos vivos e
também de esporos autoclavados, porém apenas aguelas placas originarias de
esporos vivos sao capazes de aderir efetivamente a cuticula do hospedeiro
(Deising et al., 1992). Os autores afirmam que a formagdo de placas de
adesdo, apesar de assemelhar-se a um processo passivo, é dependente da
presenca de agua e de intensatroca de sinais entre patdgeno e hospedeiro.

Finalmente, as caracteristicas dos materiais adesivos vém sendo
estudadas. Sabe-se que esses materiais na maior parte das vezes sdo
constituidos de proteinas e glicoproteinas. Essas informagdes comegaram a
surgir de dados acumulados com a utilizagdo de varias técnicas de
identificaco e caracterizagdo de compostos, como por exemplo a
espectroscopia de infra-vermelho (Tunlid et al., 1991; Moloshok et a., 1994,
Kwon & Epstein, 1997; Sugui et a., 1998). Apesar disso, a caracterizacdo de
alguns materiais adesivos e o detalhamento completo dos mecanismos de
adesdo dos propagul os fungicos ainda n&o foram conseguidos.

A congtituigdo quimica dos materiais adesivos vem sendo
sistematicamente estudada por diferentes grupos de pesquisadores em todo o
mundo. Sugui (1998) apresentou em forma de tabela (Tabela 1) as principais
caracteristicas dos materiais adesivos de fungos fitopatogénicos ja estudados.
Pode-se notar que, na maior parte das vezes, sdo constituidos de proteinas
elou glicoproteinas, 0 que revela que 0s mecanismos devem guardar
semelhancgas. Cabe ressaltar que muitos desses materiais adesivos sao apenas
parte de uma massa que € colocada para fora do propagulo, a chamada
matriz extracelular que seradiscutida a seguir.
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Tabela 1. Composicéo de material adesivo de fungos fitopatogénicos

Fungo Composicao Estrutura Referéncia
Quimica

Proteinas, glucose e  Conidios ndo

Botrytis cinerea Dosset al., 1995

galactosamina germinados
Catenaria Proteinas contendo . .
angluillulae grupos amina Zobsporos Tunlid et al., 1991
Colletotrichum Conidios néo Mercureetd.

Glicoproteinas 1994a,b, 1995 e Sugui

graminicola et al., 1998

germinados

Colletotrichum Proteinas, a-D-

Tubos germinativos e )

lindemuthianum manose e a-D- apressorios Painetd., 1996

galactose
. . . . Conidios ndo :

Discula umbrinella  Glicoproteinas germinados Toti et al., 1992

b-1,3-glucana, N-
: . acetil glucosaminae Hifas, apressorios e
Lemoniera aquatica 4540 N tubos germinativos Auetal., 1996

acetilneuraminico

. . . Tubosgerminativose .

Magnaporthe grisea  Glicoproteinas apressorios Xiao et a., 1994
Nectria Glicoprotéina de 90 - Kwon & Epstein,
haematoccoca kDa contendo manose Macroconidios 1997

Glicoproteinas
contendo aminoécidos
acidicose b-1,3
glucanas

Puccinia sorghi Tubos germinativos Chaubal et al., 1991

Saprolegnia ferax N-acetil glucosamina Tubos germinativos Durso et al., 1993

Uromyces . S,
- Proteinas de 23, 24 e  Uredinidsporos Moloshok et al., 1994
appendiculatus 82 kDa germinados

Adaptado de levantamento realizado por Sugui (1998).

MATRIZES CELULARESE ADESAO

Os fungos séo capazes de produzir substancias com caracteristicas
mucilaginosas que podem acumular do lado externo da célula, constituindo o
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que chamamos de matriz extracelular. Como ja foi apontada, a adesdo de
alguns fungos pode ou ndo depender desse material (Moore-Landecker,
1996). A relacdo de adesdo e matriz extracelular é, portanto, uma relacdo que
€ verdadeira somente para algumas interagdes planta-patégeno. A mucilagem
pode estar envolvida em um ndmero enorme de outras fungdes relativas avida
dos fungos, entre as quais podemos citar: protecdo contra dessecacdo
(Nicholson & Moraes, 1980), protegdo contra compostos fendlicos téxicos
(Nicholson et d., 1986 e 1989) armazenamento de enzimas importantes
durante a penetracdo (Ramadoss et a., 1985; Snyder et a., 1991), auto-
inibidores de germinagdo (Leite & Nicholson, 1992). Assim, torna-se evidente
que, em a guns exemplos, amatriz ndo tem qual quer relacdo com adeso.

Varios trabalhos mostram que é comum a associacdo de materiais
extracelulares de consisténcia fluida ou mucilaginosa, muitas vezes com
caréter adesivo, & estruturas de esporos ndo germinados, germinados e em
processo de formagao de estruturas de infecgdo (Nicholson & Moraes, 1980;
Hau & Rush, 1982; Kunoh et al., 1988; Leite et a., 1997). No presente texto
explorar-se-4 principamente 0os casos onde a matriz extracelular esta
associada aatividade patogénica. Dentre esses casos, separaremos as especi es
de fungos que as produzem em dois grupos: 1) espécies de fungos cuja matriz
extracelular adesiva estd presente nas estruturas do fungo antes da
germinagdo, ou segja, como material adesivo préformado; 2) espécies de
fungos que produzem material mucilaginoso adesivo somente apds a
germinacdo sobre o tecido da planta hospedeira ou sobre superficies
artificiais, ou seja, ha sintese de novo de material adesivo.

Um exemplo do primeiro caso é o fungo Magnaporthe grisea
causador da brusone em arroz e trigo. Este fungo acumula material
extracelular adesivo em por¢fes na extremidade do conidio e, uma vez em
contato com uma superficie adequada, o material é liberado. Este patdgeno é
considerado um modelo importante para a fitopatologia. Os conidios, quando
maduros, apresentam uma estrutura repleta de mucilagem adesiva em uma das
extremidades (Figura 6). Esse material adesivo estabelece uma firme ligagéo,
porém ndo especifica, com superficies cobertas com cera Tentativas
vigorosas para desal ojar os conidios nessa fase geralmente ndo tem sucesso. A
composi¢cdo quimica do material adesivo ainda ndo foi determinada, mas
acredita-se que exista o envolvimento de residuos de glucose e manose
(Hamer et al., 1988; Howard & Vaent, 1996). No segundo caso, a sintese de
novo pode ser verificada em varios exemplos na natureza, entre esses
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Figura6. Conidios de Magnaporthe grisea. A) Conidio exibindo gota de

mucilagem adesiva (topo); B) Detalhe da area onde o materia
adesivo foi liberado (Cortesiade Howard & Valent, 1996).
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destacamos o patdégeno Nectria haematococca (Kwon & Epstein, 1993) que,
no Brasil, pode causar podridées do colo e raizes do maracujazeiro e o C.
graminicola (Bergstrom & Nicholson, 1999), agente causal da antracnose do
milho. Em ambos 0s casos sdo hecessarias condigdes especiais para que o
material adesivo seja sintetizado de novo e desempenhe o papel na adeséo.

A ADESAO DE COLLETOTRICHUM GRAMINICOLA

O estudo e a extragdo do material adesivo de C. graminicola
envolveu vérias etapas e metodologias. Na fase inicial, a formagdo de
apressorios foi acompanhada através de microscopia de varredura para que
fosse possivel se ter uma visdo geral do processo. Em C. graminicola, o
material adesivo somente é produzido apds a germinagéo e o desenvolvimento
do apressoério. Antes disso, a mucilagem que ja se encontra no conidio tem
apenas papel protetor e adesdo fraca. Nessa fase, o conidio é facilmente
desalojado da posicdo onde se localiza. O processo anterior a penetracao
envolve: @) germinacgdo, b) formacdo de apressorio e ¢) adesdo e maturagdo
(com melanizacdo) do apressorio (Leite, 1992; Leite & Nicholson, 1992). Na
Figura 7, pode-se ver um conidio germinado com apressorio formado. O
apressorio adere-se firmemente asuperficie e assegura que as demais etapas
do processo de penetragdo ocorram.

Subseqientemente, o material adesivo de C. graminicola foi
isolado e caracterizado a partir de conidios que se desenvolveram e aderiram
sobre superficies de poliestireno. Apés exaustivo de trabalho de raspagem e
utilizacdo de detergentes, o material adesivo pode ser coletado para anélise
(Sugui et a., 1998). Primeiramente, verificou-se que o material adesivo era
constituido basicamente de glicoproteinas, e a manose era o carboidrato
predominante. Em seguida, uma quantidade muito peguena de materia
(aproximadamente 5 mg) foi submetida a microandise de raio X para que se
pudesse tragar o perfil de ions associados ao material adesivo e também das
caracteristicas morfologicas do material isolado. Ao final das andlises, ficou
demonstrado que: @) o material apresentava componentes amorfos, fibrilares e
particulados; b) a presenca de célcio, sodio, cloro, fésforo e enxofre antes da
didlise do material e c) apds didlise, somente os picos de célcio e enxofre
permaneceram inalterados. Estes resultados acabaram indicando que o
material adesivo de C. graminicola apresenta calcio e enxofre em sua
constituicdo (Leite et a., 2000). Uma vez que o célcio é um fon divalente
amplamente difundido entre os sistemas animais e vegetais como um agente
de reforco estrutural, podemos assumir que possivelmente o calcio sgja
utilizado para reforcar a matriz extracelular adesiva e garantir a adesdo segura
do apressério com a superficie da planta hospedeira. O envolvimento de ions
divalentes, incluindo célcio, ja foi apontado como um possivel mecanismo
ativado durante o processo de adesdo de Candida albicans, um patégeno
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Figura7. Conidio germinado do fungo Colletotrichum graminicola. O
corpo alongado do conidio (C) esta vazio, uma vez que conteddo
interno foi transferido para o apressorio (Ap). Notar o material
adesivo (seta) fixando o apressorio ao substrato. Barra =5 nmm.
(Adaptado de Leite & Kitajima, 1999).
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humano. O célcio faria a ponte entre superficies negativamente carregadas do

patégeno e do tecido hospedeiro (McCourtie & Douglas, 1981). Entre as
bactérias fixadoras de nitrogénio, o simbionte Rhizobium leguminosarum

também é dependente célcio (Smit et a., 1989). Em fitopatologia, a adesdo
dependente de Ca2t foi descrita para o fitopatdgeno Pythium
aphanidermatum (Donaldson & Deacon, 1992). Muitos detalhes sobre os
mecanismos de adesdo de fungos ainda estédo por ser investigados. O C.
graminicola, em funcdo do que foi aqui exposto, apresenta-se COmo um
excelente model 0 paratestes com potenciais antiadesivos.

COMENTARIOSFINAIS

Procurou-se nesta revisdo oferecer uma visao ampla daimportancia
da adesdo na patogenicidade de bactérias e fungos causadores de doengas em
plantas. Como mensagem final, convidase a compartilhar da impresséo,
baseada nas experiéncias e leituras decorrentes desse trabalho, de que o
melhor da adesdo de fitopatdgenos ainda esta por vir. N&o ha, em portugués,
revisdo similar e as revisdes em inglés também sdo escassas, exatamente,
porque esté-se avangando rumo ao encontro de estratégias de acdo, antes
inimaginéveis, em fungdo de novos conhecimentos adquiridos. No controle de
doencas, vai-se conviver com uma agricultura altamente biotecnoldgica e
dependente de informacbes precisas sobre mecanismos envolvidos na
patogenicidade. Essa nova tendéncia ja pode ser sentida no plangjamento e
novos investimentos da ciéncia brasileira. O maior exemplo disso é a atuacao
conjunta de laboratdrios paulistas no sequenciamento da bactéria Xylella
fastidiosa, projeto discutido no presente texto. Com o genoma sequienciado,
pode-se procurar as pegas do quebra-cabega sobre o ciclo de vida e atividade
patogénica da bactéria. Este conhecimento aliado a0 monitoramento do
ambiente deve alterar, nos préximos anos, a maneira como as medidas de
controle ser&o implementadas. Estamos certamente vivendo uma revolucdo de
conceitos em fitopatol ogia.
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