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RESUMO

Romeiro, R.S.;Vieira Junior, J.R.;Brommonschenkel S.H. Tumorogénese em plantas causadas por espécies de Agrobacterium. Summa

Phytopathologica, v.33, n.1, p.9-15, 2007.

Tumores - sintomas hiperplasicos em plantas - incitados por
espécies de Agrobacterium sp. sempre exerceram fascinio sobre
fitopatologistas desde o inicio do Século XX, quando Erwin Smith e
colaboradores demonstraram serem eles de etiologia bacteriana. No
inicio, imaginava-se que os tumores eram decorrentes de alteraces
hormonais na planta provocadas pela bactéria. Contudo, até
recentemente, a microbiologia e a biologia molecular ndo eram
suficientemente avancadas para que o0s cientistas pudessem
compreender e deduzir a forma através da qual o patégeno incitava os

tumores. Demorou quase um século para que se deslindassem os
complexos mecanismos bioquimicos, genéticos e fi-sioldgicos através
dos quais o patdgeno transforma a planta, inserindo no genoma desta
uma regido de seu megaplasmideo de modo a criar para si mesmo um
nicho ecologico espe-cifico. Neste trabalho é apresentada uma simula
histérica da evolucdo do conhecimento a respeito, das caracteristicas
gendmicas do plasmideo Ti, dos eventos e requerimentos ati-nentes
ao processo infectivo bem como é discutida a dinamica da
transformacgdo da planta pelo patégeno.
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ABSTRACT

Romeiro, R.S.;VieiraJinior, J.R.;Brommonschenkel S.H. Tumorigenesisin plantsinduced by speciesof Agrobacterium. Summa Phytopathologica,

v.33, n.1, p.9-15, 2007.

Tumors — the plant hyperplasia symptoms- - induced by species
of Agrobacterium sp. have deeply impressed plant pathologists since
early 20" Century when Erwin Smith and his co-workers demonstrated
that such tumors had a bacterial etiology. Nevertheless, until recently
the state of art of Microbiology and Molecular Biology was not
developed enough for scientists to realize and to elucidate the
complexes biochemical, genetic and physiologic mechanisms by which

the pathogen transforms the plant by inserting a region of its own
plasmid into the genome of the latter, creating an specific ecological
niche for itself. In this paper its is showed a historical brief on the
evolution of knowledge about the genomic characteristics of the Ti
Plasmid, events and requirements needed for infection to take place
as well as it is discussed the transformation dynamics of the host by
the pathogen.

Additional keywords: Tumors, Phytobacteria, Oncogeny, Transformation, Ti plasmid

Agrobacterium tumefaciens € um patdgeno de solo que causa
tumores em uma ampla gama de espécies de plantas hospedeiras
(1; 17; 45), os quais sd@o uma conseqliéncia da multiplicacéo
autdnoma e desordenada de células no sitio de infeccdo (23).
Algumas décadas atrés, acreditava-se que A. tumefaciens, ao infectar
plantas, promovia algum tipo de desequilibrio hormonal que
ocasionava um crescimento desordenado de células no sitio de
infecc&o, ocasionando entdo aformagcé&o do tumor. Contudo, o estado
de arte da Microbiologia e da Biologia Molecular ainda ndo era
suficientemente avancado para que os cientistas do passado
pudessem compreender e deduzir aformaatravés daqual o patdgeno
incitavatumores.
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Stmula histérica da evolugéo do conhecimento

Tumores em plantas, incitados por Agrobacterium sp., sdo
conhecidos desde o inicio do século XX, quando Smith & Townsend
(37) descreveram, pela primeira vez, a galha em coroa como sendo
incitada por umabactéria, naépocadenominadaBacillustumefaciens.
Com a descoberta das auxinas, Link & Eggers (26) mostraram que
tumores em tomateiro produziam quantidades anormais desse
horménio. No mesmo ano, White & Braun (42) observaram que células
de tumor eram capazes de se multiplicar, em cultura, na auséncia da
bactéria e de outros fatores de crescimento geralmente necessarios, o
que levou Braun (3), ja naquela época, hipotetizar que essas células
originérias de tumores haviam sofrido algum tipo de transformacéo.



Assim, Braun hipotetizou que Agrobacterium seria a fonte de um
“principio de indugdo de tumor” (tumor inducing principle), talvez
DNA, quetransformavacél ul as daplantaemborango houvesse chegado
acomprovar isso (3; 5). Nadécadade 50, citocininasforam reconhecidas
como reguladoras de crescimento vegetal e, em seguida, Braun (4)
passou a acreditar no seu envolvimento com os tumores incitados por
Agrobacterium.

Talvez aprimeira evidénciaarespeito da natureza genéticae, ou,
bioquimicado “ principio deinducdo detumor” tenhavindo do trabalho
de Georges Morel e sua equipe, no INRA (Institut National de la
Recherche Agronomique, Versalhes, Franga), no correr da década de
60, conforme relata Chilton (8). Segundo Petit et a (32), no INRA,
descobriu-se que os tumores, mesmo livres de bactérias, continham
altos niveis de opinas. Constatou-se também que havia isolados
bacterianos que sintetizavam octopinas e outros nopalinas e, isolados
quesintetizavam e utilizavam umadada octopina, induziam aformacéo
de tumores que também sintetizavam esta octopina. Assim, a
informacdo para a sintese da opina parecia passar da bactéria para a
planta e poderia ser alguma forma mével de DNA como Braun (3)
havia afirmado muitos anos antes.

Durante as décadas de 60 e 70, duas descobertas trouxeram mais
luz paraaelucidagéo do fendmeno. O primeiro foi adeAllen Kerr, da
Universidade de Adelaide (Australia) —a capacidade de causar tumores
podia ser passada de um isolamento bacteriano virulento para outro
avirulento (21). Embora o mecanismo de transferéncia fosse
desconhecido, isso era uma solida evidéncia de mobilidade de algo
transferivel, um transposon ou um plasmideo, talvez, que continha a
informac&o para a sintese da opina, talvez o “principio de indugéo de
tumor” (Figural). Adicionalmente, segundo Chilton (8), um grupo de
pesquisadaUniversidade de Ghent (Bélgica), liderado por Jeff Schell
e Marc van Montagu, em 1974, encontraram megaplasmideos em
isolamentos virulentos do patdgeno mas ndo nos avirulentos. Parecia,
aeste ponto, haver boas evidéncias de que o “ principio de indugéo de
tumor” era algum tipo de informag&o genética contida neste
megaplasmideo, dai seu nome atual de plasmideo Ti.

S6 isolados possuindo esse plasmideo grande induziam tumores
e catabolizavam opinas (1). Contudo, faltavaainda mais um passo,
crucial esse — era preciso encontrar vestigios de fragmentos do
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Figura 1. Flutuacdes em viruléncia de isolamentos de Agrobacterium
tumefaciens, em funcéo em cura, inser¢do e re-insercéo do megaplasmideo,
conforme resultados de Kerr (1969) e de Van Larebeke et al (1975).

Megaplasmideo
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megapl asmideo em associagdo com o genomadaplanta. Segundo relato
da propria pesquisadora como de outros cientistas (1; 8; 9; 13; 45) o
mérito de haver provado estar uma parte do megaplasmideo Ti
associado ao genoma de células tumorais cabe aMary Dell Chilton.
Trabalhando na Universidade de Washington, Seattle, USA,
juntamente com outros pesquisadores como Eugene W. Nester,
Milton P. Gordon e estudantes de pés-graduacao, foi realizado o
trabalho basico e pioneiro (10).

De maneira muito simplificada, no experimento de Chilton et al
(10), plantas de fumo foram inoculadas com um isolamento virulento
de A. tumefaciens e aguardou-se o desenvolvimento de tumores.
Paralelamente, o Plasmideo Ti foi isolado (Figura2), fracionado em 20
fragmentos de tamanhos diferentes (Figura 3) pelo uso de uma
endonuclease de restricdo (Sma |) e essa mistura de fragmentos
separada por eletroforese e sonda radioativas foram preparadas, a
partir de fragmentos.

Adicionamente, o DNA total foi isolado de células de tumores
livres dabactéria, fracionado enzimati camente, originando umamistura
de milhdes de fragmentos. Essamisturafoi separada por eletroforese
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Figura 2. Esquema de um dos procedimentos utilizados para isolamento
da fracéo plasmidial bacteriana.
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Figura 3. Digestdo enzimatica e resolucdo da mistura de fragmentos
de um plasmideo, por eletroforese.
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e transferida para um filtro pela técnica conhecida como “ Southern
Dot Blot” (11; 14; 29). Quando esse filtro foi hibridizado com
fragmentos do plasmideo marcado detectou-se, no produto dacorrida
eletroforética, fragmentos de DNA pertencentes ao plasmideo e que
estavam inseridos e associados ao genoma da planta transformada
(Figura4). Estavaprovado que umaporcao do Plasmideo Ti (contendo
genes para tumorogénese, sintese e catabolismo de opinas), hoje
denominada T-DNA, era transferida para a célula da planta,
incorporando-se ao seu genoma e transformando-a.
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Figura 4. Técnica de “southern dot blot” utilizada por Chilton et al
(1977) para detectar a presenga de fragmentos do Plasmideo Ti inserido
e incorporado ao nicleo de células de tumor incitado por Agrobacterium
tumefaciens.

O Plasmideo Ti e suas caracteristicas gendmicas

O plasmideo Ti contém cerca de 200 quilobases, existindo em
cOpia tnica, com genes que codificam para multiplas fungdes, quase
todasrelacionadas com atransferénciaeintegracao deste plasmideo (o
T-DNA) no genomadacéulavegetal. NaFigura5 estd esquematizado
0 mapa genémico simplificado do plasmideo Ti, em que os
agrupamentos géni cos maisimportantes estdo assinal ados e nomeados.
Sobre esses agrupamentos, € de monta comentar:

a) Regido T-DNA (ou DNA de transferéncia) — contém a por¢édo
de DNA que serd transferida, na forma de um fio Unico. Tem suas
extremidades (esquerda e direita) delimita-das por 25 pares de bases
em repeticoes diretas imperfeitas. Qualquer seqliéncia de bases que

T-DNA

Figura 5. Mapa gendmico do Plasmideo Ti, em que as regides mais
importantes sdo assinaladas.
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for inserida entre essas duas extremidades, sera integralmente
transferidaparaaplanta, independente de seu tamanho, einserida, ao
acaso, ao seu genoma.

b) Genes Vir ou Regido Vir (Vir = viruléncia) — Genes desse
agrupamento codificam para, respectivamente: expressao de produtos
responsavei s pelo processo de exportacéo do T-DNA dabactériapara
a planta; catabolismo de opinas; transferéncia conjugacional do
plasmideo Ti para outros isolados de Agrobacterium sp. Na Regido
Vir estdo os agrupamentosA, B, C, D, E, F e G, que contém os genes
VirA, VirB, VirC, VirD, VIrE, VirF e VirG, todos partici pantes ativos do
processo geral de transformagéo da planta pelo patdgeno.

¢) Regido Occ — Nesse grupamento estao os genes que codificam
para sintese e catabolismo de opinas.

d) Regido Rep — Aqui estdo 0s genes responsaveis pela auto-
replicagdo do plasmideo (29; 38).

€) Regido Tra—A expressao de genes situados nessas duas regides
origina produtos que governam a transferéncia conjugaciona do
plasmideo Ti para outras espécies compativeis de Agrobacterium.

O processo infectivo — eventos e requerimentos

O ponto critico paraabactériaconseguir infectar aplantaé estarem
ascélulasdessaultima“ competentes’ ou em “estado de competéncia’
para receber o fragmento de genoma a ser inserido (2). Ha muito se
sabe que ferimentos séo essenciais para que ainfecg¢ao acontega (23;
39), ndo sb por serem portas de entrada como também por alterarem
afisiologiado tecido no local efacilitar o contato entre as células do
patdgeno e do hospedeiro, por exporem sitios receptores (Figura 6)
nas Ultimas (27; 34).

Parece que a bactériainfectante é capaz de perceber alteragdes
no ambiente, decorrentes dos ferimentos nos hospedeiros (7; 16).
Li et al (25), supGem que uma proteina sensora, ChvG, localizada
no cromossoma e ndo no plasmideo Ti, éimportante naviruléncia
de A. tumefaciens pois elapermite a bactéria monitorar aumento de
acidez resultante do ferimento e isso € um passo necessario para a
transferéncia do plasmideo Ti

Quando o ferimento ocorre, células do hospedeiro circunvizinhas
dolocal iniciam umarespostainespecificade defesaqueinclui asintese
de compostosfendlicos (6; 15; 18; 24; 31), de aglicares envolvidos na
sintese da parede celular (31; 36; 43) e ha liberacdo de ions H* nos
espacgosintercelulares (25), o que culmina.com o abaixamento do pH
no local do ferimento. Fendis, juntamente com os agucares e 0s ions
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D0

A. tumefaciens

Figura 6. Ferimentos e exposicao de sitios receptores para Agrobacterium
tumefaciens na parede celular da planta hospedeira. Adaptado de Romeiro
(1985).
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H* s&o reconhecidos bioguimicamente pela bactéria infectante e
servem para desencadear os fendmenos seguintes.

Outro evento importante € a tentativa de reparo realizada pela
planta. Assim que o ferimento ocorre, células da planta sofrem
alguns ciclos de divisdo com este fim, como se fosse umatentativa
imediata e biol 6gicade cicatrizagdo. Emboraainda ndo estejamuito
claro de que forma, parece que essa divisdo celular, de algum modo,
aumenta a eficiénciacom que oT-DNA é transferido.

A. tumefaciens precisa se ligar a sitios receptores especificos
dacélulavegetal, presentes em sua parede, ainda que a natureza e
topologia desses sitios carecam de mais estudos (2; 13; 41; 45).
Algumas evidéncias experimentais parecem indicar que esses sitios
receptores, talvez sejam constituidos de glicoproteinas (7,16).

Tumor ogénese e vantagens especificas para o patégeno

No plasmideo Ti estdo genes que codificam para a sintese e
catabolizacdo de opinas, que sdo complexos de carboidratos e
aminoéacidos (Figura 7). As opinas sdo divididas em dois grandes
grupos — octopinas e nopalinas (9; 22). Em verdade, opinas séo
conjugados de compostos comuns em plantas, mas ligados de forma
incomum. Geralmente ndo sdo sintetizados por plantas nem por
elas utilizados e, raramente, outros microrganismos que nao
espécies de Agrobacterium, sdo também capazes de utilizé-los.

O patdgeno transforma a planta de uma forma inteligente ao
criar, parasi mesmo, umavantagem seletiva ou um nicho ecol 6gico
com exclusividade, pois so ele é capaz de utilizar, como fonte de
carbono (C) e nitrogénio (N), aopina cujasintese é codificada por
genes localizados no seu plasmideo Ti e que, apos ainsergao do T-
DNA, passatambém a ser sintetizada pela planta e colocada a sua
disposicao. Conforme de Zupan et al, (45), ao introduzir seu
material genético na planta, a bactéria prepara uma “ colonizagéo
genética’ por criar um habitat Unico e especifico ao qual somente
€la esta geneticamente equipada para utilizar afonte de C ede N
predominante (opina especifica).

Dinamica da transformacgédo da planta pelo patégeno

Na Figura 8, esta esquematizada uma sinopse da sequiéncia de
eventos, paraum melhor entendimento inicial. Para efeito
didético e explicativo, o processo de transformagao pode ser
dividido em seis fases, como se segue.

Fase 1 —A bactériapenetrae necessitaligar-se asitios receptores
especificos na parede da célulavegetal (Figura9). Detalhes sobre
esses sitios ainda ndo sdo conhecidos mas ha indicagfes de que
esses receptores sejam de natureza glicoprotéica (7 ;16).

CHOH — (CHOH), HN
NH /cf NH — (CH,), - CH - COOH
HN |
o) NH
(CH,), = CONH, |
o HOOC — (CH,), — CH - COOH

CH,0H — (CHOH), — CH,

N
‘ = NH— (CHy); — CH- COOH
NH HN |
| y: "
HOOC — CH — (CHy), ~ G

HN

9 |
NH, CH, —CH - COOH

Figura 7. Estrutura quimica de algumas opinas: (A) = agropina; (B) =
octoping; (C) = manoping; (D) = nopalina

12

Infecgao

@ @ Planta sadia

Transferéncia

Célula normal

Célula transformada

Figura 8. Sinopse do processo de tumorogénese em plantas, incitada por
Agrobacterium tumefaciens.
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Figura 9. Fase 1, em que a bactéria, apds os eventos iniciais de sinalizagao
reciproca, acopla-se a sitios receptores (glicoproteinas, talvez) na
superficie da célula da planta.

Reconhecimento

Célula da Planta

Fase 2 —Apos aligagdo dacélulabacteriana asitios receptores
na parede da célula da planta, inicia-se e expressao dos genes Vir
(Vir AeVir G), localizados naregiéo Vir do Plasmideo Ti, devido &
presenca de moléculas liberadas pela planta no local do ferimento
(fendis, aglcares e também de prétons), conforme mostrado na
Figura10.

Células do hospedeiro sdo reconhecidas pelos produtos da
expressdo de VirA e de VirG, o que resulta na expressdo de outros
genes. A expressdo constitutivade VirA e VirG énecessaria. Vir Aé
umaquinase associadaamembranae Vir G é o regulador daresposta.
Vir A é capaz de autofosforilacdo, passando a perceber as
substancias liberadas pelo ferimento e de transferir fosfato para
VirG. Como decorrénciadafosforilacéo de Vir G, eletorna-se fator
detranscrigao, induzindo aexpressdo de muitos genes Vir, inclusive
Vir AeVir G. Segundo Binns & Campbell (2), osfendis e os prétons
€ que sdo requeridos para ativagao dos genes Vir e ndo os agucares
mas a presenca desses torna o sistema VirA/VirG cem vezes mais
eficiente.

Fase 3— Como resultado da expressdo dos genes Vir, o T-DNA
comeca a ser preparado e processado, para a transferéncia. Os
bordos dos 25 pares de bases das extremidades direita e esquerda
do T-DNA séo reconhecidos pelo complexo protéico VirD, /D, que
age como uma endonuclease e corta um segmento (monofio),
chamado ssT-DNA. Este monofio liga-se, pelo terminal 57, a
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Figura 10. Genes no cromossomo e no Plasmideo Ti e os produtos de
sua expressdo detectam alteragdes na composi¢éo da planta, no sitio do
ferimento, principalmente aglcares, fenois e acidificagdo, dando inicio

a expressdo dos genes Vir.

Ferimento

Complexo
VirD1/D2
(endonuclease)

“Nick”

Vir D, (monofio)

~
VIrg, Proteina
Complexo Complexo Vir D,
VirE,/Vir Do-sstDNA Vir D,-sstDNA

Figura 11. Seccionamento de um monofio doT-DNA pelo complexo
VirD1/VirD2, sua ligac&o covalente com VirD2 (Complexo VirD2-ssT-
DNA) e associagédo do complexo a VirE2 que protege o monofio contra
exonucleases.

proteina Vir E, que, por suavez, muda sua conformagéo de modo a
envolver o monofio, protegendo-o contra nucleases. Na Figura 12
esta esquematizado, em linhas gerais, 0 processo.

Fase 4 — O monofio de T-DNA, em associagao com proteinas
especificas, é exportado paraforada célulabacterianae paradentro
da célula da planta, gracas a agéo de varias proteinas Vir. Essas
proteinas parecem formar uma estrutura semelhante a um poro
(20; 30; 45) entre a célula bacteriana e a célula da planta e este
complexo protéico associado a membranatem sido genericamente
denominado Sistema Secretorio Tipo 1V (12; 28; 33; 35; 44).

Existem evidéncias de que 11 proteinas VirB juntamente com
VirD4, formam um complexo associado amembrana, tubular, dando
passagem a VirD2-ssT-DNA, VirE2 ou um complexo de ambos
(19). Esse complexo ou poro, teria uma anatomia, em termos de
estrutura, semelhante aum pilus (Figura 13), segundo Kado (19) e
Veenaet al, (40).
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Figura 12. Presumida estrutura do poro, semelhante a um pilus, através
do qual o ssT-DNA faz a passagem do citoplasma da célula bacteriana
para o citoplasma da planta a ser transformada. Redesanhado a partir de
Kado, (2000).
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Figura 13. Formag&o de um poro, com estrutura semelhante a de um
pilus, que funciona como uma seringa gendmica, permitindo que o
procariota (Agrobacterium tumefaciens) injete um fragmento de genoma
no citoplasma do eucariota (planta hospedeira).

O poro, semelhante a um pilus, funcionaria como uma seringa
molecular , transpassando a parede celular da bactéria, a parede
celular da célula da planta e dispensando o fragmento de ssDNA
diretamente no citoplasma eucariota (Figura 13).

Fase 5 — O ssT-DNA, ainda associado a proteinas, uma vez
dentro da célula do hospedeiro, é direcionado para o nucleo, por
acdo de sinais bioquimicos presentes em VirD2 e VirE2, que
interagem com mecanismos proprios de localizagdo nuclear. Uma
vez dentro do ndcleo, o monofio se integra, de forma estavel, ao
genoma da planta. O local de inser¢do do T-DNA no genoma da
planta parece ser ao acaso e mais de um T-DNA pode ser integrado.

Fase 6 - O T-DNA inserido no genoma da planta contém genes
gue codificam para a biosintese de auxinas e de citocininas. O
acumulo dessas substancias nos tecidos que circundam o sitio de
infeccéo estimulacontinuas divisdes celulares, originando o tumor.
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