Fisiologia e Bioquimica Fitopatologica

Mecanismos de patogenicidade:
Arsenal enzimatico
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PENETRACAO

»Forca mecanica

» Processo quimico (enzimatico)

Formacao de apressorio (ap) por Magnaporthe grisea e poro
de penetracédo (pp) em folha de arroz.

Conidio vazio (cv) e tubo germinativo (tg).



Fig. 3.3 Electron micrographs of the ascomycete Magnaporthe grisea which

causes rice blast disease. (a) Scanning electron micrograph showing a mature

appressorium (A) and conidium (C). Bar represents 5 uwm. (b) Transmission elec-

tron micrograph (in vitro) showing penetration peg (P) extending into %
%ubstrate. Appressorium (A) closely adhered to the substra

p mucila (M). Penetration peg has arisen from new inner wall layers overlying
the appressorium pore (arrowed). probing with wheat germ agglutinin-colloidal
gold showed the chitinous wall was not uniformly labelled. Bar represents 1

pm. Reproduced from Howard et al. (1990), courtesy of Prof. R. J. Howard and
Springer-Verlag.




Colonizacao

Padrdes de colonizacao de
tecidos vegetais por
patdgenos:

Subcuticular

Epifitico com haustorio
Intracelular

Intercelular

Intercelular com haustorio
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Vascular
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O processo dainfeccao fungica

Formacao apressorio

Mecanismos de ataque

\

p - - Enzimas
nfeccio - Toxinas
- Hormonios
Necrotréfico - Polissacarideos extracelulares

- Outros fatores (supressores,

m o efetores)
Hifa primaria




PATOGENESE

““ Sequéncia de eventos que ocorrem durante o curso da
doenca”
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PATOGENESE

““ Sequéncia de eventos que ocorrem durante o curso da
doenca”

PATOGENICIDADE

“Capacidade do patdgeno em causar doenga”

AGRESSIVIDADE
(Viruléncia)

“Medida da capacidade do isolado em causar doencga”



=AIMER

Proteinas responsaveis pela catalise das
reacoes anabolicas e catabolicas nas
celulas dos seres vivos



=AIMES

- Desintegracao dos componentes celulares

- Desintegracéo de substancias presentes nas células

Importancia:

- Penetracao
- Colonizacao

- Nutricao do patdgeno



Cuticula Epiderme

Mesofilo

Feixe Vascular

Epiderme

Raiz

Epiderme

Pelo

Endoderme
Cortex

Cilindro Central
(floema + xilema)

Ralz Regido mais velha

—————————— -

Extremidade Cilindro vascular

Figure 7.1.  The structure of plant tissues. W a, epidermis; b, cuticle; ¢, stow
d, mesophyll; e, vascular strand; f, airspace. B. Section across a root: a, epidermis; b, root hair cell; .
endodermis; d, cortex with water-filled intercenilar spaces; e, central vascular cylinder contaimed wn=

the endodermis, consisting of the conducting tissues xylent and phloem, and surrounding cells. C. Lir:
tudinal section of a root: a, root cap, from which cells are shed into the surrounding soil; b, root :



Celula vegetal




Enzimas

- A maior parte: extracelular / induzivel

e Cutinases
e Pectinases
e Celulases
e Hemicelulases

e Proteinases
e Lipases

e Amilases

e Nucleases



Enzimas

- A maior parte: extracelular / induzivel

|e Cutinases |

e Pectinases

e Celulases
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e Proteinases
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e Nucleases



Cuticula®

Células
epidéermicas

LAMELA MEDIA

* Cuticula
— camada lipidica continua
- recobre folhas, frutos e talos jovens

CERA EPICUTICULAR
REGIAO LAMELAR

REGIADO RETICULAR

el re \elee




Cuticula

Cuticula

Parede celular primaria

Membrana plasmatica

Epicuticular wax
Cutin § '

Cell wa}_llh
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Cuticula

\Y —— CERA EPICUTICULAR
- -—— REGIAD LAMELAR

M ' - REGIAD RETICULAR
p{!
1"

t—— CAMADA PECTICA

N MEMBRANA PLASMATICA

LAMELA MEDIA

» CAMADA DE CERA

* Mistura complexa e
soltvel (compostos
alifaticos)

«Acidos graxos, alcoois,
ésteres

 Alta estabilidade




Cuticula

\Y —— CERA EPICUTICULAR

L%:

LAMELA MEDIA

4_'_ REGIAO LAMELAR
-— REGIAD RETICULAR

t—— CAMADA PECTICA

» CUTINA
* Principal componente

» Estrutura complexa (polimero insoluvel)

» CAMADA DE CERA

* Mistura complexa e
soltvel (compostos
alifaticos)

«Acidos graxos, alcoois,
ésteres

 Alta estabilidade




Cuticula

» CAMADA DE CERA

\Y —— CERA EPICUTICULAR

: ;  Mistura complexa e
<—F?EG.‘N) LAMELAR

solavel (compostos
alifaticos)

M ' - REGIAD RETICULAR
{
L%v

t—— CAMADA PECTICA

«Acidos graxos, alcoois,
ésteres

 Alta estabilidade

LAMELA MEDIA

« Acidos cutinicos
» CUTINA - i N
(4cidos graxos + acidos graxos hidroxilados)
* Principal componente - poliéster ‘ 9
R-C-0O-R’
» Estrutura complexa (polimero insoltvel) » Fenois (&cido cumarico / &cido ferulico /
clorogénico)




Estrutura dos principals mondmeros da cutina

ACIDOS CUTINICOS
Familia-Cqg Familia- Cyg*
CHz (CHy)14 COOH CHy (CHp)y CH=CH (CH, )y COOH

?Hz (CHp);4 COOH CHy (CHp)7 CH=CH (CHp )7 COOH -
l

OH OH

CHy (CHp)x CH (CHy) COOH CHj (CHz)7 CH- CH (CHp)7 COOH

! l .

|
OH OH OH 0

(y=8,7,6 0uS;x1 y=13) CH, [CHz )7 CH - CH (CH, )7 COOH
I [

OH OH OH

*A'2 Andlogos insaturados também ocorrem.

*Familia C,; — acido palmitico

*Familia C,g — &cidos oléico ou linoléico



Cuticula

A EPICUTICULAR

GIADO LAMELAR
CuTICU

GIAD RETICULAR

! \' -t CAMADA PECTICA

AREDE CELULAR

MEMBRANA PLASMATICA

LAMELA MEDIA
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Cutinases

Cutinases
Cutina monomeros + oligdbmeros
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Cutinases sao esterases com residuo de serina no sitio catalitico
[ alteram a estrutura tridimensional




Cutinases

Cutin Monomers
trigger expression
of cutinase gene
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FIGURE 3-2 Diagrammatic representation of cuticle penetration by a germinating fungus spore. Constitutive cuti-
nase releases a few cutin monomers from the plant cuticle. These trigger expression of the cutinase gene of the fungus,
leading to production of more cutinase(s) which macerates the cuticle and allows penetration by the fungus.

Cell Lumen




Cutinases na patogenicidade

Colletotrichum gloeosporioides X mamao

Mutantes do fungo deficientes em cutinase:

- Patogénicos sobre superficie injuriada

- N&o patogénicos quando inoculados em superficie intacta

- Patogenicidade restaurada pela adicdo de cutinase exdgena




F1c. 1. Assay for non-specific esterase activity surrounding conidia of Colletotrichum graminicola.
Suspensions of conidia (10%°conidia ml™) were treated (a) or not (b) with indoxyl acetate. The
presence of indigo blue crystals (arrows) in (a) indicates a positive esterase assay.

(Pascholati et al. PMPP 42: 37-51, 1993)



DIPE - diisopropyl

ﬂUOFOphOSphate g : : wence of DIPF. Letters indicate treatments applied to
vy \} 2 B [

Nate that lesions -:mif, de '\(';I)il('(l at sites where spores

were p';u'-}(l on the leaf, S, s -5 alone; SD, SPOres P[Jl. DIPFE: D, DIPF alone: W, watcy

(Pascholati et al. PMPP 42: 37-51, 1993)



l

Fic. 3. Influence of diisopropy] fluorophosphate (DIPF) on the activity of non-specific esterases

in the conidial mucilase of Colletotrichum graminicola. Enzvmes were separated by native

polyacrylamide gel clectrophoresis and visualized by treatment of the gels with indoxyl acetate.
A portion of the same gel was treated with DIPT for comparison of rclative enzyme ac tivities.
Figures in parcntheses represent percent inhibition of esterase activity determined by scanning
images of the gels. Percent inhibition was based on the decrease in the peak area of bands in the
DIPF treated gel compared with the peak areas of bands in the control portion of the gel that was
not treated with DIPF.

DIPF is a neurotoxin. It is widely used in enzyme studies for
Inactivation of proteases and esterases.

(Pascholati et al. PMPP 42: 37-51, 1993)



Enzimas

- A maior parte: extracelular / induzivel

e Cutinases
e Pectinases
e Celulases
e Hemicelulases

e Proteinases
e Lipases

e Amilases

e Nucleases



PAREDE CELULAR

édia

1) Lamelam

2) Parede primaria

3) Parede secundaria

MIDDLE LAMELLA

PRIMARY WALL

SECONDARY WALL

cell lumen

plasma membrane
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Parede celular / lamela média

el e—— CERA EPICUTICULAR

N ] bl Aaa A -— REGIAD LAMELAR
CUTICUL A — e e

(] 4 «-—REGIAD RETICULAR
%v

t—— CAMADA PECTICA

PAREDE CELULAR

N MEMBRANA PLASMATICA

LAMELA MEDIA
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Microfibrilas

Matriz continua

Lamela
média

Parede
primaria

Sub. pécticas

Parede
secundaria

Hemicelulose

Lignina

Proteina

Lumem

(Kuhn & Stangarlin, 2007)



Parede celular
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PAREDE CELULAR

1) LAMELA MEDIA

O Substéncias pécticas — sao polissacarideos

» (Polimeros de alto p.m. de acido galacturénico em ligacao a-1,4)

O Formam redes complexas - formam gel com calcio

a) Acido péctico

» Polimero com 5/10 unidades de acido galacturonico
« Carboxilas livres

» Baixa solubilidade em H,O

Middle lamella
Pun’;c!/ cell wall —

Secondary cell wall —,

Plasma membrane — '\




b) Acido pectinico ou pectina

» Polimero com 200 unidades de ac. galacturénico
» 50-80% carboxilas metiladas
* Maior solubilidade em H,O

Acido pectinico — -75% carboxilas metiladas

Pectina +75% carboxilas metiladas

c) Protopectina

* Polimero com 1.000-2.000 unidades de ac. galacturonico
 Insolavel em H,O (temperatura ambiente)



PAREDE CELULAR

2) PAREDE PRIMARIA Middle lamella

Primary cell wall

secondary cell wall —, ™\

> Celulose
> Hemicelulose
» Substancias peécticas

O Celulose

» Longas cadeias de D-glicose em ligacdo -1,4
» Substancia mais abundante no reino vegetal
»Maior componente estrutural da parede celular (microfibrila)
» Substancia cristalina / insoltvel (forma nativa)

Pontes de Hidrog&nio Cadeia de @(1—4)0D-glicose

Cellulose content in tissues

- Nonwoody grasses 12%
- Madure wood 50%
- Coton fibers 90%
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U Hemicelulose

» Polimeros de varios monossacarideos e seus derivados: D-glicose, D-
galactose, D-manose, L-arabinose, D-xilose, L-ramnose / acidos urénicos

> Xilanas (polimeros de xilose) - principal tipo de hemicelulose
(xilose, arabinose, acido urénico)

xiloglucana —s glicose + xilose (predominante em dicotileddneas)

* estrutura complexa
Pouco estudadas « baixa solubilidade
« extracao dificil

Figura 19.9 - Estrutura de uma xiloglucana isolada da parede primiria de células em suspensio de
Platanus sp. Residuos de xilose sdo ligados ao esqueleto carbdnico de glicose, enquanto que um
dimero de galactose e fucose € ligado a xilose (adaptado de Goodman et al., 1986).




U Hemicelulose

» Principal constituinte da parede celular primaria
> Efetua a conexao das fracOes péctica / celulosica nas paredes

» Ligam-se a celulose por pontes de hidrogénio / covalentemente a fracdo pectica

o T T e g0 et ween
peciin molsoudos

Pectina

Hemicelulose




PAREDE CELULAR

U Proteinas

Middle lamella

Primary cell wall —

- Em geral contetdo < 10%

> Glicoproteina rica em hidroxiprolina
(extensina)

(galactose + arabinose)

Secondary cemwall —, ™\

Plasma membrane —
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PAREDE CELULAR

Middle lamella

Primary cell wall —

3) PAREDE SECUNDARIA Secondary cell wall

Plasma membrane

> Basicamente celulose

¥ T e Qe el ween
pecin molsodos

Pectina

Hemicelulose




PAREDE CELULAR

Tabela 34.1 - Principais polimeros das paredes celulares de plantas
dicotileddneas (modificado de Goodman et al., 1986).

Polimeros Peso em relacao
a parede celular (%)

Celulose 30
Hemiceluloses

Xiloglucana
Glucouronoarabinoxilana

Polissacarideos pécticos
Homogalacturonana
Ramnogalacturonana |
Ramnogalacturonana 11
Arabanas, galactanas e arabinogalactanas

Glicoproteina rica em hidroxilprolina




PAREDE CELULAR

LIGNINA

» Importante tecidos lenhosos (fibras, vasos do xilema)

» Alta estabilidade (mais resistente a degradacao
enzimatica do que qualquer outra substancia)

» Deposicdo apos a maturacdo da parece celular
(substitui as moléculas de agua)

» Plantas lenhosas adultas — 15 a 38%
(segunda em relacao a celulose)




PAREDE CELULAR

LIGNINA

» Polimero ramificado, amorfo, tri-dimensional

> Alcoois cindmicos + fenilpropandides

» Formada pela condensacao oxidativa (ligacdes C-C e
C-0) entre unidades fenilpropandides (peroxidases)

Figura 19,12 - (4) estrutury do
podem apresentar os scguinie

polimicro de uma ligning; (b) unidiade fenilpropano (Gnbonos
oans * grupamentos: -OH, -OCH,, =0) (adaptado de Goodman et al.,




Microfibrilas

Matriz continua

Lamela
média

Parede
primaria

Sub. pécticas

Parede
secundaria

Hemicelulose

Lignina

Proteina

Lumem

(Kuhn & Stangarlin, 2007)



PAREDE CELULAR

SUBERINA*

» Caracteristica de células de cortica

» Polimero insoluvel associado com ceras soluveis
» Polimero: fendis, acidos graxos, acidos carboxilicos, alcoois

> Estrutura complexa

PAREDE CELULAR
PAREDE SUBERIZADA

MEMBRANA PLASMATICA
CITOPLASMA

- ' ‘ K .;.: .y ._-. " o
Periderm 5 ’ \ ""‘- 1 } 4 VACUOLO
/
s ol VLY
f— ‘\\ .l RN -

Figura 19.5 - Representagio esquemitica de paredes celulares suberizadas (adaptado de
Rolatukudy, 1985).

* Principal componente da camada protetora dos 6rgaos subterraneos




Suberina

Polimerizacao entre:

Ester de acido graxos Acido p-cumérico
O
” *{
CH3(CH,)2,C — O(CH,),5CH; \ COOH
Acido graxo de cadeia longa Alcool de cadeia longa

CH,(CH,),,COOH CH,(CH,),,CH,OH



Suberinases na patogenicidade

Streptomyces scabies™ x batata

BBA

* Produz uma esterase degradadora da suberina




Enzimas

- A maior parte: extracelular / induzivel

e Cutinases

|e Pectinases|

e Celulases

e Hemicelulases

e Proteinases
e Lipases

e Amilases

e Nucleases



Enzimas pectoliticas (pectinases)

- Envolvidas na degradacao das substancias pecticas

- As enzimas mais estudadas no tocante ao papel durante a
patogénese

Maceracao dos tecidos

Separacao das células e morte das mesmas,
devido a destruicdo da integridade estrutural da lamela media

(Podriddes de 6rgaos de reserva)



Pectinases x podridoes

Erwinia e Pseudomonas -
Repolho

Monilinia - Pessego

Phomopsis- Morango

(Kuhn & Stangarlin, 2007)



Enzimas pectoliticas
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Substrato Hidrolitico

Mecanismo de acho
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Enzimas pécticas (pectinases)

Pectina metil esterase (MEP)

*  Remove pequenas ramificacdes da pectina (demetilacéo)
»  Na&o altera o comprimento da cadeia
*  Alteraa solubilidade

(Grupo carboxila livre reage com calcio ou
outros cations multivalentes para formar
conexdes cruzadas rigidas entre as cadeias
pécticas)



Maceracao do tecido

» Sintoma comum devido a digestdo da lamela media
(separacao das celulas)

» Endopoligalacturonases / endopectato liases

Afrouxam estrutura parede celular primaria

l

Provavelmente a célula morre devido ao estresse osmotico

(Protoplasma rompe / perda permeabilidade seletiva membrana plasmatica)

Pectinases “Plugs” causam oclusoes nos vasos — Doencas vasculares (murcha)




Enzimas pectoliticas

ectinases

Genes da pectato liase (pel) em Erwinia chrysanthemi

Fig. 8.4 Diagrammatic version of
the organization of pectare lyase
(pel) genes in Erwinta chrysanthemt,
showing two gene clusters producing
different pectate lyase isoenzymes
(PL), and the effect of mutarions

disabling each gene on the virulence

ol the pathogen

|

|

Genes -~~~ Eeﬁ;

Enzymes PLDL PLc
' ‘
L ]
| 1
] 1
] '
] ]
] I
) ]
] ]
]
4 W
Mutant As virulent as

phenotypes normal wild type

-

PLa PLd Fle
; ; |
' 1 ]
] ' ]
' ' '
' ' '
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' ' '
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I ; .
+ v v

Reduced virulence Non-invasive,
confined to
inoculation site
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Electrophoresis gel

o—e Pectate lyase activity

o—0 Cell death
Fig. 8.3 Separation of a pectolytic enzyme (endopectate
lyase) from Erwinia by acrylamide gel electrophoresis. The
enzyme has migrated in the gel as a single band. Note that
high enzyme activity coincides with greatest lethal activity

towards potato cells. (Data from Basham & Bateman
1975.)




Enzimas

- A maior parte: extracelular / induzivel

e Cutinases
e Pectinases
e Celulases
e Hemicelulases

e Proteinases
e Lipases

e Amilases

e Nucleases



Celulases*

> Sistema multi-enzimatico

 Materiais parede celular —
amolecimento / degradacéo

 Doencas vasculares - grandes
moléculas interferem com
movimento de dgua

Celulose nativa

l B-1,4-D-glucanase
Residuos de celulose cadeia mais curta
l B-1,4-D-glucana celobiohidrolase

Celobiose

l B- Glucosidase (celobiase)

Glicose



A — Celulose nativa @ B — Residuos de
cadeia mais curta
A EG B
. (

&
3 .
B-1,4-D-glucanase — (EG) @ 7—9}@

celobiose

%}’\Q‘gy%(y }atucana
O XY

@ !— extremidade ndo redutora
D2

B-1,4-D-glucana celobiohidrolase - (CBH)

@ ) Celobiose

CBH (glicose + glicose)

B- Glucosidase (celobiase) — (B-G)

" NI ) Wy : ¢ K .
Figura 19.11 - Complexo enzimdtico envolvido na hidiolise das cadcias poliméricas de celulose: B-

L1 D-glucanase (EG); B-1,4 D-glucana celobiohi ; ! B e >
Goodman et al., 1986). s clobiohidrolase (CBI1); B-glucosidade (B-G) (adaprado de




Ensaio p/ atividade de endoglucanases




Celulases™
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Figure 1. Growth and secretion of protein and cellulolytic
activity by C. lindemuthiarmm in the presence of cellulose as the
main carbon substrate. Two hundred milliliter-Erlenmeyer

* Enzyme activity measured by hydrolysis of 4-methylumbelliferyl-B-D-cellotrioside (4-MU) or by the
release of glucose from carboxymethylcellulose

Acosta-Rodriguez et al. Antonie van Leeuwenhoek (2005) 87:301-310



Hemicelulases*

» Xilanases

» Galactanases
» Glucanases
» Arabinases

> Manases

* Nome depende do mondmero
liberado do polimero degradado

Lighases*

(Ligninases)

> Basidiomicetos

“Brown-rot fungi” — degradam mas néo utilizam

“White-rot fungi” — degradam e utilizam




Celulases e Hemicelulases
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Ralstonia solanacearum
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infestans
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Enzimas

- A maior parte: extracelular / induzivel

e Cutinases
e Pectinases
e Celulases
e Hemicelulases

e Proteinases
e Lipases

e Amilases

e Nucleases
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Figura 19.13 - Representagio esquemitica da estrutura da membrana plasmitica (adaprado de
Goodman et al., 1986).

Membrana
plasmatica

Figure 1.8 Fluid mosaic model of membrane structure. Circular heads (in black) denote polar regions of individual
phospholipid molecule, the tails denote lipophilic regions and the grey structures denote proteins. Proteins A

and B are extrinsic proteins (non-amphipathic) and C and D are intrinsic proteins (amphipathic). A is attached to
the polar region of C, and B is attached to the polar heads of the phospholipid molecule in the bilayer. (From
Anderson & Beardall, 1991; with permission from Blackwell Scientific Publications, California.)
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Figure 1.6 Diagrammatic representation of a plant cell. (From Goodwin & Mercer, 1983; with kind permission
from Pergamon Press, Oxford.)




Enzimas produzidas por fitopatdgenos

Substrato

Acidos nucleicos
Proteinas
Amido

Lipideos

v

Enzima

Nucleases
Proteinases
Amilases
Lipases

Fosfolipases
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Fig. 3. Effect of pH on the activity of purified C. glocasporicides
proteinase determined from hyvdrolvsis of Glp-Ala-Ala-Leu-
pIa.




Enzimas produzidas por fitopatégenos

Amilases




=AIMES

Uromyces viciae-fabae

_Acidic Cellulases

| Cutinase/ Esterases | > 01 60/45/40/35

| . . ., Pectin Eslerase
V pl BAIST/47

™, Neutral Cellulases
ol 7.3(71/864

\, Polygalacturonate
Lyase pl 2105

Uradospore
Adhesion pad

Neck band
Germ tube

Apprassonium

Penetration hypha Infection hypha

Substomatal vesicle Haustonal mother oall Haustornum
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Enzimas Produzidas Por Fitopatégenos X Patogénese

(Evidéncias)

1) Correlacao entre a producao de enzimas in vitro e in vivo
2) Uso de mutantes deficientes

3) Deplecao de fracoes da parede celular

4) Enzima purificada ocasiona sintomas nos tecidos

5) Anticorpos

6) Inibidores especificos
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Enzimas Produzidas Por Fitopatégenos x Patogénese

(Evidéncias)

e  Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
— UV mutante
— Isolados deficientes em poligalacturonase
(menos agressivos em tomateiro)

« Fusarium solani f. sp. pisi
— Anticorpos contra cutinase
— Inibidor especifico da cutinase (DIPF)
(evitaram a infeccéo de hastes de ervilha)

« Colletotrichum graminicola
— Inibidor especifico da cutinase (DIPF)

(evitou a infeccdo de mesocotilos / folhas de
milho)



Enzimas Produzidas Por Fitopatogenos X Patogénese

(Evidéncias)

Erwinia chrisanthemi
(gene pectina liase)

Escherichia coli
(enterobacteria)

Transformante

(E. coli + gene E.
chrisanthemi

|

Altamente virulento em
tubérculos de batata







