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RESUMO

Durante o processo evolucionéario, as plantas adquiriram uma
sofisticada estratégia defensiva para “perceber” os ataques de patdgenos e
insetos, traduzindo essa percepgdo em uma resposta apropriada e de forma
adaptativa. A imunidade inata da planta é baseada surpreendemente na
resposta complexa que é altamente flexivel nas suas capacidades de
reconhecer e responder aos mais diversos invasores. Ja faz muito tempo que a
planta Arabidopsis tem sido utilizada como modelo para estudos moleculares
de resisténcia sistémica induzida por rizobactérias (RSI). Atualmente, nossa
pesquisa é focada em uma questdo: Como as plantas sdo capazes de integrar
sinais induzidos por insetos e microorganismos em respostas especificas
contra esses invasores? Os sinais de alarmes de ataque, &cido salicilico,
jasmdnico e etileno séo os principais reguladores da defesa das plantas. As
rotas de sinalizagdo se intercalam, fornecendo as plantas um grande potencial
de regulagdo para uma defesa refinada. Recentemente, nds descobrimos que a
proteina NPR1 funciona com um modulador da comunicac&o entre as rotas de
sinalizacdo do écido salicilico e do acido jasmonico, e desse modo, ajuda a
planta a “decidir” qual estratégia de defesa tomar, dependendo do tipo de
invasor encontrado. Aqui, nés apresentamos uma revisdo de nossa pesquisa
nos Ultimos anos.
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SUMMARY

RHIZOBACTERIA-INDUCED SYSTEMIC RESISTANCE AND
PATHWAY CROSS TALK TO FINE-TUNE DEFENSE

Evolution has provided plants with sophisticated defensive
strategies to “perceive” attack by pathogens and insects, and to translate that
“perception” into an appropriate adaptive response. Plant innate immunity is
based on a surprisingly complex response that is highly flexible in its capacity
to recognize and respond to the invader encountered. In the past years, we
explored Arabidopsis as a model to study the molecular basis of
rhizobacteria-induced systemic resistance (ISR). Currently our research is also
focused on the question: how are plants capable of integrating microbial- and
insect-induced signals into defense responses that are specifically directed
against the attacker? The alarm signals salicylic acid, jasmonic acid and
ethylene are major regulators of plant defense. Their signaling pathways
cross-communicate, providing the plant with a great regulatory potential to
fine-tune its defense reaction. Recently, we discovered that the regulatory
protein NPR1 functions as a modulator in cross-talk between SA and JA,
thereby helping the plant to “decide” which defensive strategy to follow,
depending on the type of attacker encountered. Here, we present an overview
of our research of the past years.

INTRODUCAO
RESISTENCIA SISTEMICA INDUZIDA POR RIZOBACTERIA

Estirpes ndo patogénicas, bactérias colonizadoras da rizosfera séo
designadas como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR),
porque elas podem estimular o crescimento de plantas (Kloepper et al., 1980).
O crescimento resulta principalmente da repressdo de patdégenos de solo e
outros microorganismos prejudiciais (Schippers et al., 1987), mas ha também
relatos do efeito direto no crescimento (Lynch, 1976; Van Peer & Schippers,
1989). As bactérias fluorescentes, Pseudomonas spp., estdo entre as mais
efetivas PGPR’s e tem sido mostrado que sdo responsaveis pela redugdo de
doencas em solos naturalmente ndo infestados (Raaijmakers e Weller, 1988).
A atividade do controle bioldgico de estirpes selecionadas de Pseudomonas
spp. é efetiva sob certas condi¢Bes de campo (Tuzun & Kloepper, 1995; Wei
et al., 1996) e em casas de vegetacdo comerciais (Leeman et al., 1995b), e
podem ser resultantes da competicdo por nutrientes, competicdo por ferro com
sider6foros e antibiose (Bakker et al., 1991).
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Além do efeito antagonistico direto em patdgenos de solo, algumas
estirpes de PGPR também sdo capazes de reduzir doengas na parte aérea
através de um mecanismo chamado de resisténcia sistémica induzida (ISR)
(Van Loon et al.,, 1998). ISR por PGPR tem sido demonstrado em varias
espécies de plantas, por exemplo, feijdo, cravo, pepino, rabanete, fumo,
tomate e a planta modelo Arabidopsis thaliana, sendo efetivo contra um
amplo espectro de fitopatdgenos, incluindo fungos, bactérias e virus (Van
Loon et al., 1998). Fenotipicamente, ISR por PGPR lembra resisténcia
classica induzida por patdgeno, onde partes ndo infectadas de plantas
previamente atacadas por patégenos, tornam-se mais resistentes a futuras
infecgBes. Esse tipo de resisténcia induzida é freqientemente chamada de
resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Ross, 1961).

ISR INDUZIDO POR RIZOBACTERIA EM ARABIDOPSIS

Para os estudos de ISR induzida por rizobactéria, um modelo
baseado em Arabidopsis foi desenvolvido. Neste sistema, a estirpe néo
patogénica da rizobactéria Pseudomonas fluorescens WCS417r foi utilizada
como agente indutor (Pieterse et al., 1996). Tem sido demonstrado que a
estirpe WCS417r é responsavel pela ativagdo de ISR em muitas espécies de
plantas, por exemplo, cravo, rabanete, tomate, e feijdo (Pietersen et al., 2002)
e promove o crescimento de planta em Arabidopsis na auséncia do patdgeno
(Pietersen & Van Loon, 1999). A colonizacdo de raizes de Arabidopsis pela
estirpe WCS417r protege a planta contra diferentes agentes patogénicos,
incluindo as bactérias foliares Pseudomonas sygingae pv. tomato DC3000
(Pst DC3000) e Xanthomonas campestris pv. armoraciae, o fungo radicular
Fusarium oxysporum f.sp. raphani, o fungo foliar Alternaria brassicicola e
o oomiceto foliar Peronospora parasitica (Ton et al., 2002b). A prote¢éo
contra esses patbgenos é manifestada tipicamente na redugdo dos sintomas da
doenga e também na inibicdo do crescimento dos mesmos. Uma vez que a
rizobactéria se mantém localizada nas raizes, e desse modo espacialmente
separada do patdgeno, conclui-se que o modo de acdo de supressdo da doenga
é através da ativacdo da ISR na planta.

A habilidade em desenvolver ISR em resposta a determinadas
estirpes de bactérias da rizosfera tem sido demonstrada em varias espécies de
plantas (Van Loon et al., 1998) e parece ser dependente da combinagdo da
interacdo rizobactéria-hospedeiro. Por exemplo, Pseudomonas putida
WCS358r e P. fluorescens WCS374r agem diferentemente em espécies
diferentes: Arabidopsis responde a WCS358r, enquanto rabanete e cravo néo
(Van Peer et al., 1991; Van Peer e Schirppers, 1992; Leeman et al., 1995g;
Van Wees et al., 1997). De modo contrario, rabanete responde a WCS374r,
enquanto Arabidopsis ndo (Leeman et al., 1995a; Van Wees et al., 1997).
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Essa indugdo de ISR também pode ser de modo diferente em ecétipos de
Arabidopsis. A maioria dos ecétipos, por exemplo, Columbia e Landsberg
erecta, respondem ao tratamento com WCS417r, enquanto os ecétipos RLD1
e Wassilewskija ndo (Van Wees et al., 1997; Ton et al., 1999). Esse resultado
sugere que deva existir um reconhecimento especifico entre planta e a
rizobactéria indutora de ISR para uma inducdo de ISR, e que a ISR induzida
por rizobactéria é geneticamente determinada.

A DIFERENCA NA EFETIVIDADE DE ISR E SAR

Um dos paralelos entre a ISR induzida por rizobactéria e a SAR
induzida por patdgeno é que ambos tipos de resisténcia induzida séo efetivas
contra um amplo espectro de patégenos de plantas (Kuc, 1982; Van Loon et
al., 1998). Para comparar o espectro de efetividade de ISR e SAR, um grande
namero de patdégenos (virus, bactéria, fungos e oomicetos) de Arabidopsis foi
testado. A ISR e a SAR em WCS417r foram induzidas por uma estirpe
avirulenta do patdgeno Pst DC3000, sendo efetivo contra a mancha bacteriana
e a podriddo negra, causadas, respectivamente, pelas bactérias Pst DC3000 e
X. campetris pv. armoraciae (Pieterse et al., 1996; Ton el. al., 2002b). A
murcha de Fusarium, causada pelo fungo F. oxysporum f.sp. raphani também
foi afetada por respostas defensivas ativadas durante ISR e SAR (Pieterse et
al.,, 1996; Van Wees et al, 1997). Além disso, a doenga causada por P.
parasitica, mildio cotonoso, foi inibida em ambos os casos, apesar de que a
SAR foi significativamente mais efetiva do que ISR (Ton et al., 2002b). Além
desses efeitos similares, existem algumas diferengas claras. Por exemplo,
plantas expressando ISR demonstram um aumento na resisténcia contra
infeccéo pelo fungo A. brassicicola, enquanto SAR ndo é efetiva contra esse
patdgeno. Contrariamente, a expressdo de SAR inibe a multiplicacéo do virus
do crestamento do nabo e fortemente reduz os sintomas causados por esse
virus, enquanto ISR néo tem efeito nenhum (Ton el. al., 2002b). Desse modo,
0 espectro de efetividade de ISR e SAR sobrepfe-se parcialmente, mas
também diverge, sugerindo que as respostas defensivas ativadas durante os
dois tipos de resisténcia induzida s&o no minimo, diferentes.

ISR E SAR SAO REGULADAS POR ROTAS METABOLICAS
DISTINTAS

Pesquisas anteriores de mecanismos moleculares envolvidos na
SAR induzida por patdgeno, demonstram que o inicio da SAR é
acompanhado por aumento local e sistémico de niveis endégenos de &cido
salicilico (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990) e concomitantemente,
um aumento de expressdo de um grupo enorme de genes (Ward et al., 1991),
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incluindo aqueles que traduzem para proteinas relacionadas a patogénese
(PR’s) (Van Loon & Van Strien, 1999). Varias proteinas PRs possuem
atividade antimicrobiana e acredita-se contribuirem para a planta atingir o
estado de SAR. Contrariamente, plantas transgénicas contendo o gene
bacteriano NahG, que expressam a enzima salicilato-hidroxilase, foram
incapazes de acumular acido salicilico e sdo afetadas na SAR (Graffney et al.,
1993), demonstrando que o &cido salicilico (AS) é necessério e suficiente para
induzir SAR (Ryals et al., 1996). Escrutinios feitos em populacdes de
mutantes de Arabidopsis, revelaram uma série de plantas mutantes que
aparentam ter 0 mesmo gene afetado (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995).
Esse gene foi denominado nprl (ndo expressor de PR genes) ou niml (ndo
imune). Plantas mutantes nprl acumularam niveis normais de acido salicilico
depois da infec¢do, mas diminuiram as suas habilidades de expressar genes
PR e de responder a SAR, indicando que NPR1 age abaixo do AS na rota
metabolica de SAR. O gene NPR1 codifica uma proteina com repeticdes do
tipo ankyrina, as quais sdo conhecidas por mediar interacdes protéicas e estdo
presentes em proteinas com as mais diversas fungdes (Cao et al., 1997; Ryals
et al.,1997). Existe evidéncia que sob indugdo de SAR, NPR1 é translocada
para o nlcleo, onde ativa a expressdo de genes PR por interagdo fisica com
uma subclasse de fatores de transcri¢do contendo zipper de leucina, que se
ligam as seqUiéncias promotoras requeridas para a expressdo de genes PR
induzida por AS (Zhang et al., 1999; Kinkema et al., 2000; Subramaniam et
al., 2001).

Pesquisas no mecanismo molecular da ISR induzida por
rizobactéria foi inicialmente focada no papel das proteinas PRs, como se 0
acimulo dessas proteinas estivesse diretamente correlacionada com a
resisténcia induzida. Entretanto, plantas de rabanetes que tiveram suas raizes
tratadas com o indutor de ISR, WCS417r, ndo acumularam proteinas PR,
apesar de que essas plantas demonstraram claramente um aumento na
resisténcia contra murcha de fusarium (Hoffland et al., 1995). De modo
similar, plantas de Arabidopsis expressando ISR mediada por WCS417r,
demonstraram um aumento de resisténcia contra F. oxysporum f.sp. raphani
e Pst DC3000, mas isso ndo coincidiu com uma ativacdo dos genes
marcadores de SAR, PR-1, PR-2 e PR-5 (Pieterse et al., 1996; Van Wees et
al., 1997). A determinacdo de niveis de AS em plantas de Arabidopsis
expressando ISR, revelou que ISR ndo é associada com acumulo de AS
(Pietersen el al., 2000). Além disso, ISR mediada por WCS417r, expressou-se
normalmente em plantas de Arabidopsis ndo acumuladoras de AS, plantas
NahG (Pietersen et al., 1996; Van Wees et al., 1997). Com isso, conclui-se
que ISR mediada por WCS417r é independente da resposta da resisténcia por
AS, e que a ISR induzida por rizobactéria e SAR induzida por patégeno séo
reguladas por rotas metabdlicas distintas.
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DISSECACAO GENETICA DA ROTA METABOLICA DE ISR

Além do AS, os reguladores de crescimento &cido jasmdnico (AJ) e
etileno (ET) tem sido repetitivamente citados na regulacdo de respostas
primérias de resisténcia em plantas (Pieterse e VVan Loon, 1999; Pieterse et al.,
2001; Pieterse et al., 2002). Em muitos casos, a infeccdo por patdégenos
microbianos e o ataque por insetos herbivoros é associada com um aumento
na producdo desses hormdnios e a concomitante ativacdo de um grupo de
genes relacionados com a defesa. Além disso, a aplicacdo exdgena desse
compostos resulta freqlientemente em um aumento do nivel de resisténcia.
Para investigar o papel do AJ e ET em ISR induzida por rizobactéria, o
mutante de Arabidopsis de resposta ao AJ, jarl, e 0 mutante de resposta ao
ET, etrl, foram testados em suas habilidades de expressar ISR. Ambos 0s
mutantes foram incapazes de demonstrar resisténcia contra Pst DC3000,
depois da colonizagdo das raizes por P. fluorescens WCS417r (Pieterse et al.,
1998), indicando que ISR requer ambos AJ e ET para responder. Além de
etrl, um outro grupo bem caracterizado de mutantes de Arabidopsis, que séo
afetados em diferentes passos na resposta ISR & rota metabélica de ET foram
testados em suas habilidades de expressar ISR. Nenhum dos mutantes
desenvolveram ISR contra Pst DC3000 (Knoester et al., 1999), indicando que
uma rota metabolica intacta do ET é necessaria para expressdo de ISR.

Para elucidar a seqiiéncia dos eventos de sinalizacdo, a habilidade
de inducdo de resisttncia do metil jasmonato (MeJA) e do é&cido 1-
carboxilico-l-aminociclopropano (ACC), o percussor natural do ET, foram
testados em plantas selvagens, NahG, jarl e etrl. Como WCS417r, 0 MeJA e
ACC foram eficazes em induzir resisténcia contra Pst DC3000 e em plantas
ndo acumuladoras de AS, as plantas NahG, sugerindo que ambos indutores
ativam a rota ISR independente de AS. Além disso, a protecdo induzida por
MeJA foi bloqueada em ambos mutantes, jarl e etrl, enquanto a protecdo
induzida por ACC foi afetada no mutante etrl, mas ndo em plantas jarl.
Assim, foi postulado que ISR por WCS417r segue as mesmas rotas
metabdlicas na qual os componentes das respostas de AJ e ET estdo
localizados (Pieterse et al., 1998).

Tem sido demonstrado que NPR1 é um importante fator de
regulacdo nas respostas de SAR dependentes de AS (Pieterse & Van Loon,
2004). Para investigar se NPR1 estd envolvida na resposta ISR independente
de AS, plantas mutantes de Arabidopsis, nprl foram utilizadas.
Surpreendentemente, plantas mutantes nprl foram blogueadas em suas
habilidades de expressar ISR induzida por WCS417r, indicando que, como a
SAR induzida por patdgeno, ISR por rizobactéria é dependente de resposta
defensiva (Pieterse et al., 1998). Elucidacdo da seqléncia dos eventos
sinalizadores de ISR revelaram que NPR1 age abaixo do AJ e ET na rota
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metabodlica de ISR. Evidentemente, NPR1 ndo é unicamente requerida para
expressdo de genes PR dependentes de AS, que séo ativados durante a SAR,
mas também na ativacdo de respostas de defesas dependente de AJ e ET,
resultando da ISR por rizobactéria. 1sso sugere que NPR1 é capaz de regular
diferencialmente a expressdo de genes de defesa, dependendo da rota
metabolica que esta sendo ativada na seqiiéncia acima dela.

IDENTIFICACAO DO LOCUS ISR1 EM ARABIDOPSIS

Para identificar novos componentes da rota metabélica de ISR, uma
estratégia genética foi utilizada, testando a habilidade de 10 ec6tipos de
Arabidopsis em expressar ISR contra Pst DC3000 (Ton et al., 1999). Desses
10 ec6tipos que foram testados, RLD1 e Wassilewskija ndo desenvolveram
ISR depois dos tratamentos nas raizes por WCS417r. O fendtipo da ndo
resposta ao WCS417r foi associado & relativa alta susceptibilidade a Pst
DC3000, o que foi aparentemente associado a uma maior proliferacdo do
patégeno na folha e ao desenvolvimento de sintomas mais sérios da doenca.
Anélise genética da progénie de um cruzamento de um fenétipo que responde
a WCS417r, ecotipo Columbia com em ecétipo RLD1, ndo responsivo a
WCS417r, revelou que tanto o potencial para expressar ISR quanto o relativo
alto nivel de resisténcia basal contra Pst DC3000 s&o caracteres monogénicos,
caracteristicas dominantes que estdo ligadas geneticamente. O locus
correspondente, designado ISR1 foi mapeado (Ton et al., 1999) e foi
demonstrado ser necessario para a ISR contra diferentes patdgenos (Ton el.
al., 2002a).

Interessantemente, os mutantes jarl e etrl, que séo afetados nas
respostas ao AJ e ET, respectivamente, mostraram o mesmo fendtipo que os
ecOtipos RLD1 e Wassilewskija quando eles foram incapazes de expressar a
ISR por WCS417r e também apresentaram um aumento na susceptibilidade a
infecgdo por Pst DC3000 (Pieterse et al., 1998). Anélise dos ecotipos RLD1 e
Wassilewskija em resposta ao ET revelaram que os dois ecétipos possuem
uma sensibilidade ao ET reduzida, e co-segregam com os alelos recessivos do
locus ISR1 (Ton el al., 2001). Desse modo, foi postulado que o locus ISR1 de
Arabidopsis codifica um novo componente da rota metabdlica de resposta ao
ET e que tem um importante papel na sinalizacdo para resisténcia a doencas.
Atualmente, nés estamos no processo de identificacdo do gene ISR1 por
clonagem posicional.

O PAPEL DO ACIDO JASMONICO E DO ETILENO NA ISR

Em Arabidopsis, tanto o AJ quanto o ET, ativam um grupo de
genes relacionados com defesa e quando aplicados de maneira exdgena,
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conferem resisténcia contra Pst DC3000 (Pieterse et al., 1998; Van Wees et
al., 1999). Com intuito de investigar se ISR é associada com mudangas na
expressdo génica de AJ e ET, Van Wees et al. (1999) monitoram a expressao
de um grupo de genes bem caracterizados relacionados com AJ efou ET (por
exemplo, LOX1, LOX2, VSP, PDF1.2, HEL, CHIR-B e PAL1) na planta
modelo Arabidopsis expressando ISR por WCS417r. Nenhum desses genes
testados teve suas expressdes alteradas (superexpressadas) na planta indutora,
nem localmente nas raizes ou sistematicamente nas folhas. Isso sugere que a
resisténcia alcangada ndo foi associada com maiores mudancas nos niveis de
Al e ET. De fato, anélises local e sistémica dos niveis de AJ e ET mostraram
que ISR por WCS417r ndo est4 associada com a produgdo dessas moléculas
sinais (Pieterse et al., 2000). Esse resultado sugere que a dependéncia de AJ e
ET a ISR é baseada no aumento da sensibilidade a esses hormdnios, do que a
um aumento na producdo deles.

Se a dependéncia de ISR a AJ e ET é baseada em um aumento na
sensibilidade a essas moléculas, plantas expressando ISR seriam capazes de
reagir mais rapido e de modo mais potente a produgdo de AJ e ET quando
infectadas por patdgenos. Essa hipotese & ancorada no resultado de que a
expressdo de alguns genes de Arabidopsis induzidos por AJ e ET (VSP,
PDF1.2, HEL) é significativamente aumentada em folhas expressando ISR,
depois serem inoculadas com Pst DC3000 ou depois da aplicacdo exdgena de
MeJA ou do percussor do ET, o ACC, quando comparadas com plantas
controle (Van Wees et al., 1999; Hase et al., 2003). Esses resultados sugerem
que ISR em Arabidopsis é associada com uma expressdo inicial de um grupo
de genes que respondem ao AJ. A expressdo de genes de defesa, que leva a
uma rapida ou maior nivel de expressdo depois da inoculagéo, aparece como
uma ac¢do comum nos diferentes tipos de resisténcia induzida (Conrath et al.,
2002). Isso pode explicar, por um lado, a aparente falta de mudancas na
expressdo génica em tecidos induzidos na auséncia do patégeno desafiador,
enquanto por outro lado, a planta é capaz de reagir mais eficientemente contra
um patégeno invasor.

RESISTENCIA INDUZIDA E EXPRESSA COMO UM AUMENTO DA
RESISTENCIA BASAL

Diferente de seus papéis na resisténcia sistémica induzida, as
moléculas sinais de defesa, AS, AJ, e ET sdo descritas estarem envolvidas na
regulacdo priméria de resposta de defesa. Evidéncias para o papel do AS, Al e
ET em resisténcia basal vém de anélises genéticas de plantas mutantes de
Arabidopsis e transgénicas que sdo afetadas na biosintese ou percepgao desses
compostos. Em muitos casos, 0s gendtipos afetados em sinalizacdo de AS, AJ
ou ET, demonstraram um aumento na susceptibilidade ao ataque do patégeno
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ou inseto (Dong, 1998; Glazebrook, 2001). AS, AJ e ET estdo envolvidos em
diferentes magnitudes na resisténcia basal contra patogénicos especificos. Por
exemplo, a resisténcia basal em Arabidopsis contra 0 oomiceto P. parasitica e
o virus do crestamento do nabo, parece ser controlada predominantemente por
uma rota dependente de AS. Somente plantas NahG ndo acumuladoras de AS,
demonstraram um aumento na susceptibilidade a esses patdgenos (Delaney et
al., 1994; Kachroo et al., 2000). Contrariamente, a resisténcia basal contra os
fungos patogénicos A. brassicicola e B. cinerea é reduzida somente em
mutantes insensiveis ao AJ e ET, e ndo em plantas NahG (Thomma et al.,
1998; Thomma et al., 1999). Interessantemente, a resisténcia basal contra as
bactérias Pst DC3000 e X. campestris pv. armoraciae é afetada em plantas
NahG e em mutantes responsivos a AJ e ET (Pieterse et al., 1998; Ton et al.,
2002b), sugerindo que a resisténcia basal contra esse patdgenos é controlada
por uma combinacdo de acdes do AS, Al e ET. Comparacgdes de efetividade
da SAR dependente de AS e ISR dependente de AJ/ET contra esses diferentes
patégenos de Arabidopsis, revelaram que SAR é predominantemente eficaz
contra patdgenos que em plantas ndo induzidas sdo resistentes através do
mecanismo de resisténcia basal dependente de AS, enquanto que a ISR é
predominantemente efetiva contra patdgenos que nas plantas ndo induzidas
sdo resistentes através das respostas de resisténcia basal dependente de AJ e
ET (Ton et al.,, 2002b). Desse modo, SAR parece constituir-se em um
aumento das defesas dependentes de AS, enquanto ISR parece ser baseada em
um aumento da defesas dependentes de AJe ET.

ANALISE DE MUTANTES COM AUMENTO DE SUSCETIBILIDADE
A DOENCAS (Eds)

Devido a essa associagao entre a resisténcia induzida e a resisténcia
basal, n6s decidimos utilizar uma colecdo de mutantes de Arabidopsis, eds
(‘enhanced disease susceptibility’), mutantes susceptiveis ao aumento de
doenca (resisténcia basal reduzida) a bactéria patogénica P. syringae para
identificar novos componentes possiveis de estarem presentes na rota de
sinalizagdo de ISR. Para isso, 11 mutantes eds foram escrutinados visando
seus potencias em expressar ISR contra Pst DC3000. Desses 11 mutantes
testados, eds4, eds8 e eds10, ndo responderam a inducdo a ISR por WCS417r
(Ton et al., 2002c). Andlises mais detalhadas desses mutantes ndo responsivos
a ISR, eds, demonstraram que eles sdo insensiveis a indugéo de resisténcia por
MeJA (eds4, eds8, e eds10) ou por ACC (eds4 e eds10). Além disso, eds4 e
eds8 demonstraram uma reduzida sensibilidade a ET (eds4) ou MeJA (eds8).
Embora blogueado na protecdo induzida por rizobactéria, MeJA e ACC, o
mutante eds10 apresentou resposta normal a MeJA e ACC, sugerindo que
esse mutante é afetado abaixo do AJ e ET nas rotas de sinalizacdo de ISR.
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Juntos esses resultados demonstram que EDS4, EDS8 e EDS10 séo
necessarios para ISR e agem juntos na resposta a AJ (EDS8), ou na resposta
ao ET (EDS4) ou abaixo da resposta ao AJ e ET (EDS10) na rota de
sinalizacdo de ISR (Ton et al., 2002c). Pesquisas futuras deverdo revelar o
papel exato dessas moléculas sinais na expressdo de ISR.

A CACA POR GENES RELACIONADOS COM ISR

Durante muito tempo, véarias metodologias foram iniciadas para
identificar genes relacionados com a ISR. Uma dessas, foi 0 escrutinio de uma
populacdo de plantas de Arabidopsis que possuiam inser¢des do elemento
transponivel (transposon) DS com o gene repdrter, b-glucoronidase (GUS),
ligados a um promotor minimo (Vroemen et al., 1998). Uma dessas linhagens
apresentou expressdo de GUS nas raizes com colonizagdo de WCS417r. Essa
expressdo local de GUS nédo foi observada depois do tratamento das raizes
com Escherichia coli, indicando que a inducdo é especifica para
Pseudomonas (Leon-Kloosterziel et al., 2002). Interessantemente, um padréo
similar de expressdo foi observado depois do tratamento das raizes com o
percussor do ET, o ACC, indicando que essa linhagem contém a inser¢do do
transposon proximo ao gene indutor de ET e a expressdo é aumentada na
presenca da colonizacdo com WCS417r. Existem varios genes possiveis de
serem candidatos que estdo presentes na regido proxima a insercdo, e um
deles codifica para uma proteina similar a taumatina. Andlise da expresséo
génica confirmaram que esse gene similar a taumatina possui uma expressao
diferenciada (aumento de expressdo) em resposta ao tratamento das raizes
com WCS417r ou ACC. A andlise do papel desse gene similar a taumatina e
ISR podera nos fornecer maiores entendimentos no mecanismo molecular que
envolve ISR induzida por rizobactéria.

Utilizando outra metodologia, os padrdes de expressdo de um
grupo grande de genes conhecidos e bem caracterizados relacionados com a
defesa em Arabidopsis, foram analisados na inducdo de ISR por WCS417r.
Esses genes consistem em genes induzidos por AS, PR-1, PR-2 e PR-5 e
genes induzidos por ET ou AJ, HEL, CHI-B, PDF1.2, AtVSP, LOX1, LOX2 e
PAL1. Entretanto, nenhum desses genes testados teve expressao diferenciada
em plantas expressando ISR, nem localmente nas raizes ou sistematicamente
nas folhas (Van Wees et al., 1999).

O TRANSCRIPTOMA DA RIZOBACTERIA MEDIADO POR ISR

O estado do patégeno induzir SAR ¢é caracterizado pela
concomitante ativacdo de um grupo de genes SAR, que incluem os genes que
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codificam as proteinas PRs. Dos muitos genes relacionados com a defesa que
foram testados em Arabidopsis, nenhum apresentou expressdo aumentada em
plantas apresentando ISR (Van Wees et al., 1999). Para identificar os genes
relacionados com ISR, nés observamos a resposta transcripcional de mais de
8.000 genes de Arabidopsis durante ISR induzida por rizobactéria, utilizando
para isso microarranjos da Affymetrix (Verhagen et al., 2004). Localmente
nas raizes, ISR induzida por Pseudomonas fluorescens WCS417r, promoveu
uma alteracdo substancial na expressdo de 97 genes. Entretanto,
sistemicamente nas folhas, nenhum dos mais de 8.000 genes testados
mostraram uma alteragdo consistente na expressdo em resposta a colonizagéo
efetiva das raizes por WCS417r, indicando que o inicio da ISR em folhas néo
esta associado com mudangas detectiveis de expressdo génica. Depois da
inoculacdo do patdgeno foliar bacteriano, Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 em plantas induzidas por WCS417r, 81 genes mostraram um padréo
de expressdo aumentado em folhas expressando ISR, sugerindo que esses
genes foram condicionados a responder mais rapidamente e mais fortemente
sob o ataque do patégeno. A maioria desses genes possivelmente é regulada
por sinalizacdo de AJ e/ou ET. O pré- condicionamento (‘priming’) é um
processo que fornece a planta uma capacidade maior de répida e efetiva
ativacdo de respostas de defesa celulares que séo induzidas somente com 0
contato com o patdégeno. Nos dltimos 10 anos, o pré-condicionamento tem
sido associado com Vérios tipos de resisténcia induzida (Conrath et al., 2002).
Uma caracteristica comum dos diferentes tipos de resisténcia induzida a
doencas é que elas apresentam efetividade contra diferentes patogenos. E
tentador especular que essa caracteristica de amplo espectro de resisténcia
induzida é baseada em condi¢des do tecido reagir mais efetivamente ao
patégeno invasor.

COMUNICACAO NA ROTA DE SINALIZACAO PARA
UMA DEFESA REFINADA:

ASSINATURAS DE SINAIS E TROCAS TRANSCRIPCIONAIS
DURANTE O ATAQUE DE INSETOS E PATOGENOS

As plantas sdo expostas aos mais diferentes invasores, incluindo
patégenos microbianos e insetos herbivoros. Para se protegerem, as plantas
evoluiram estratégias de defesa para contra-atacar os invasores potenciais.
Recentes avangos nas pesquisas em sinalizacdo de defesa mostraram que as
plantas sdo capazes de induzir diferentemente os amplos espectros de
mecanismos de defesa, dependendo do tipo invasor encontrado. Os
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fitohormdnios AS, AJ e ET sdo importantes fatores na rede da rota de
sinalizacdo e estdo envolvidos em uma reagdo de defesa refinada,
eventualmente levando a ativacdo de um 6timo ‘'mix’ de respostas de defesa
para resistir ao invasor (Pieterse & Van Loon, 1999; Pieterse et al., 2001).
Para entender como as plantas integram os sinais induzidos por patdgenos e
insetos em respostas de defesa, nds monitoramos a dindmica de sinalizacdo do
AS, AJ e ET em Arabidopsis depois do ataque de um grupo de patégenos
microbianos e insetos herbivoros com diferentes modos de ataque (De Vos et
al., 2004). As plantas de Arabidopsis foram expostas a bactéria patogénica
foliar (Pseudomonas syringae pv. tomato), ao fungo patogénico foliar
(Alternaria brassicicola), & lagartas mastigadoras (Pieris rapae), tripes
(Frankliniella occidentalis) ou afidios (Myzus persicae). Monitorando a
assinatura do sinal na combinagdo planta — invasor, foi demonstrado que a
producdo de AS, AJ e ET varia quantitativamente e também no tempo. Uma
andlise global dos padrfes de expressdo génica demonstrou que a
caracteristica de assinatura de sinal em cada combinagdo de cada invasor de
Arabidopsis € composta em um surpreendente complexo de um grupo de
alteracBes transcripcionais, que em todos os casos, genes relacionados ao
estresse tiveram expressdes alteradas. Comparacdo desses grupos de genes
diferencialmente expressos revelou que mudancas consistentes induzidas por
patdégenos e insetos com diferentes modos de ataque mostraram uma
consideravel sobreposi¢cdo. De todas as mudangas consistentes induzidas por
A. brassicicola, P. rapae e F. occidentalis, mais de 50 % também foram
induzidas por P. syringae. De modo notdvel, embora todos esses quatro
invasores estimularam a biossintese de AJ, a maioria das mudangas em
expressdo génica dos genes responsivos ao AJ foram especificas ao invasor.
Desse modo, nds demonstramos que AS, AJ e ET tém um papel primério
importante no arranjo das respostas de defesa da planta, mas outros
mecanismos reguladores como por exemplo, a comunicagao entre as rotas ou
sinais adicionais induzidos pelos invasores, eventualmente modelam
fortemente o complexo dos sinais de defesa especificos para cada invasor.

NPR1REGULA A COMUNICAQAO ENTRE AS ROTAS DE
SINALIZACAO DE AS E AJ ATRAVES DE UMA NOVA FUNCAO NO
CITOSOL

Ja foi demonstrado que a ativagdo de SAR reprime a sinalizacio de
AJ em plantas, e desse modo, prioriza a resisténcia dependente de AS aos
patégenos microbianos sobre defesa dependente de AJ contra insetos
herbivoros (Pieterse et al., 2001). Além disso, experimentos farmacoldgicos e
genéticos tém demonstrado que AS é um potente repressor de genes induzidos
por AJ. Recentemente, nds investigamos o mecanismo molecular do efeito
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antagbnico do AS na sinalizacdo do AJ (Spoel et al., 2003). Plantas de
Arabidopsis incapazes de acumular AS produziram 25 vezes mais quantidade
de AJ, e demonstraram um aumento de genes responsivos ao AJ, LOX2,
PDF1.2 e VSP em resposta a infec¢do por Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000, indicando que em plantas do tipo selvagem, o acimulo de AS
induzido pelo patdgeno esta associado com a supressdo da sinalizacdo de AJ.
Andlise do mutante de Arabidopsis nprl, que é incapaz de transduzir o sinal
do AS, demonstraram que o efeito antagbnico do AS na sinalizacdo do AJ
requer a proteina reguladora NPR1. A localizacdo nuclear da NPR1, que é
essencial para a expressdo de genes de defesa mediados por AS, ndo é
necesséria para supressdo da sinalizacdo do AJ, indicando que a comunicacéo
do AS e AJ é modulada através de uma nova fungdo da NPR1 no citosol
(Spoel et al., 2003; Pieterse & Van Loon, 2004).

COMBINANDO ISR E SAR PARA MELHORAR O CONTROLE DE
DOENCAS DE PLANTAS

As doencas de plantas sdo responsaveis por altas perdas na
agricultura. Os métodos convencionais de controle sdo baseados na aplicacéo
de agentes quimicos e melhoramento genético visando a resisténcia. O uso de
agentes quimicos e sua presenca no solo sdo altamente perigosos ao meio
ambiente, especialmente quando esses quimicos sdo aplicados repetitivamente
de modo exagerado no solo para o controle de patogenos. Métodos classicos
de melhoramento dependem da disponibilidade de genes de resisténcia, os
quais freqlientemente tem durabilidade curta. Além disso, essas duas
estratégias de controle de doencas estdo direcionadas contra um ou um grupo
pequeno de patdgenos. Resisténcia induzida é uma forma alternativa atrativa
para a protecdo de plantas, sendo baseada na ativagdo de mecanismos de
resisténcia existentes na planta e no efeito contra um amplo espectro de
patégenos de plantas (Van Loon et al., 1998). Desse modo, o conhecimento
detalhado dos mecanismos moleculares da resisténcia induzida serad
importante no desenvolvimento de a¢Bes bioldgicas, durdveis e ndo danosas
ao meio ambiente para protecdo das culturas.

Anteriormente, n6s demonstramos que a ativacdo simultanea de
ISR e SAR resulta num nivel maior de protecdo induzida contra P. syringae
pv. tomato (Van Wees et al., 2000). Isso indica que a rota de ISR dependente
de AJ e ET e SAR dependente de AS agem de modo independente e aditivo
no nivel de protecdo contra esse patdgeno em particular. Além disso, nés
fornecemos evidéncias que ISR e SAR conferem prote¢do diferenciada contra
os mais diferentes tipos de patégenos (Ton et al., 2002b). Entdo a combinacéo
desses dois tipos de resisténcia induzida pode proteger a planta contra um
espectro complementar de patogenos, e pode até resultar num nivel aditivo de
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protecdo induzida contra patdégenos, cuja resisténcia do respectivo hospedeiro
se processe através das rotas dependentes de AJ/ET e AS.

O controle bioldgico de plantas esta ainda engatinhando, devido ao
nivel de protecdo e sua consisténcia serem gerais e ndo suficientes para
competir com os métodos convencionais de controle de doencas. Uma
importante acdo para melhorar a eficécia e consisténcia do controle biol6gico
contra patégenos de solo seria aplicar combinagBes de microorganismos
antagdnicos com diferentes meios de acdo (De Boer et al., 1999). Além disso,
nossos resultados de que a combinagdo de ISR e SAR confere protecdo contra
um grande nimero de patégenos e um aumento dos niveis de prote¢do contra
patdgenos bacterianos especificos (Van Wees et al., 2000), nos oferece um
grande potencial para integrar ambas formas de protecdo de resisténcia
induzida em futuras préticas agronémicas.
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