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RESUMO

ALMEIDA, Hebréia Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Marco de
2007. Identificacdo de peptideos antimicrobianos de folhas de berinjela
para o controle de patogenos de plantas. Orientadora: Maria Cristina
Baracat-Pereira. Co-orientadores: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e
Leandro Grassi de Freitas.

Peptideos antimicrobianos (AMPSs) séo produzidos por animais, plantas,
insetos e outros organismos como estratégia de defesa eficiente, flexivel e com
um baixo consumo de energia e biomassa, em funcdo de seu pequeno
tamanho. Em vegetais, foram identificadas dez familias de AMPs que
participam da barreira constitutiva de defesa da planta, com massas
moleculares que variam de 2 a 9 kDa. Considerando a importancia dos AMPs
como possiveis principios ativos para o desenvolvimento de agentes de defesa,
tanto com aplicagbes farmacéuticas quanto para o desenvolvimento de novas
classes de defensivos para a agroindustria, o objetivo desse trabalho foi
detectar, extrair e purificar formas de AMPs presentes em plantas jovens e
folhas totalmente expandidas de berinjela, e avaliar a acado desses peptideos in
vitro e in vivo contra fitopatégenos de interesse comercial, visando posterior
clonagem e expressao heterdloga para caracterizacdo estrutural das
moléculas. O trabalho teve ainda o objetivo de explorar o potencial
antimicrobiano dos extratos parcialmente purificados, obtidos de plantas jovens
e folhas totalmente expandidas de berinjela, visando possivel aplicagdo
biotecnoldgica no controle de fitopatégenos. Folhas de plantas com 60 dias e
plantulas inteiras de berinjela (5 ou 15 cm) foram trituradas, maceradas
(tampéo Tris-HCI, EDTA, PMSF, benzamidina e tiouréia), o extrato foi
centrifugado e o sobrenadante correspondeu ao Extrato Solavel (ES). O
precipitado foi lavado (dgua), extraido em LiCl (EDTA, PMSF, benzamidina e
tiouréia), o homogenato foi centrifugado e o sobrenadante correspondeu ao
Extrato de Parede Celular (EP). EP e ES dos trés estadios de desenvolvimento
foram fracionados (por sulfato de amoénio e aquecimento), dessalinizados,
liofilizados e separados por troca anionica em DEAE-Sepharose-FPLC. Foram
obtidos dois picos catibnicos (PC1l e PC2) e um anidnico (PA) para cada
estadio, que foram submetidos a testes de inibicdo do crescimento das

bactérias Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis. Resultados indicaram maior inibicdo pelos EP obtidos das
plantas mais jovens (5 cm), enquanto que para as plantas maduras (15 cm e
folhas), ES foi mais ativo. ES de folhas maduras foi também submetido a
cromatografia de troca anidnica em coluna Q-Sepharose-FPLC e 0s cinco
pools obtidos foram submetidos a testes antibacterianos, e PC1 foi submetido a
teste de inativagcdo ou morte de fitonematoides. PC1 mostrou-se promissor
para a bioprospeccdo de AMPSs, por apresentar tanto atividade antibacteriana
guanto nematicida contra Meloidogyne incognita, e foi entdo separado em C18-
RP-HPLC. Dos picos coletados, doze foram analisados por espectrometria de
massa e dois deles (picos 18 e 24) apresentaram peptideos com massas entre
2 e 9 kDa. O restante de ES e EP de folhas maduras foi separado em
Sephadex G-10, quando foram obtidos quatro pools, tanto para ES quanto para
EP, que foram submetidos a testes antibacterianos, tanto in vitro para as duas
bactérias fitopatogénicas acima citadas, quanto in vivo para Ralstonia
solanacearum em tomateiros. Alguns pools mostraram-se promissores,
principalmente o ES-pool 1 obtido apds a separacdo em Sephadex G-10, do
qual duas fracdes foram separadas em C18-RP-HPLC e os picos submetidos a
espectrometria de massa. Foram identificadas moléculas com massa molecular
na regido peptidica de interesse. Os peptidios presentes nas fracdes dos picos
9 e 14 tiveram suas sequéncias aminoacidicas determinadas, que precisam ser
confirmadas. Outros picos peptidicos serdo submetidos a analises de
espectrometria de massa, sequienciamento e testes antimicrobianos, visando

selecionar peptideos efetivos contra fitopatdgenos de interesse.
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ABSTRACT

ALMEIDA, Hebréia Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2007. Identification of antimicrobial peptides of leaves of eggplant to
control plant pathogen growth. Adviser. Maria Cristina Baracat-Pereira.
Co-Advisers: Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Leandro Grassi de
Freitas.

The antimicrobial peptides (AMPs) are produced by animals, plants,
insects and others organisms as an efficient, flexible and economical strategy of
defense, consuming low energy and biomass, since they are small molecules. ..
In plants, ten families of AMPs were identified, that are involved in the
constitutive barrier of the plant defense, with molecular mass from 2 to 9 kDa.
Based on the known importance of the AMPs as possible active molecules to
be used for the development of defense agents for pharmaceutical applications
or to the development of new classes of agriculture defensives, the goal of this
project was to detect, extract and purify AMPs forms, that are present in young
plants and in fully-expanded leaves of eggplants, and to evaluate the action of
these peptides in vitro e in vivo against plant pathogens with commercial
interest. Afterthat, this work aims the cloning and the heterolog expression in
order to characterize the molecular structure of the AMPs. This project also
have the goal to prospect the antimicrobial potencial of parcial-purified extracts
from young plants and from fully-expanded leaves of eggplant, aiming possible
biotechnological applications to control plant-pathogens growth. Leaves from
60-days plants and young plants (5 or 15 cm) of eggplants were triturated and
macerated (Tris-HCI buffer, EDTA, PMSF, benzamidine and thiourea), the
extract was centrifuged and the supernatant corresponded to the Soluble
Extract (SE). The precipitate was washed (water), extracted with LiCl (EDTA,
PMSF, benzamidina and thiourea), the homogenate was centrifuged and the
supernatant corresponded to the Cell-Wall Extract (CWE). SE e CWE from the
three development states were fractionated (ammonium sulfate and heating),
desalted, lyophilized and separated by anionic-exchange chromatography
(DEAE-Sepharose-FPLC). They were obtained two cationic (CP1 e CP2) and
one anionic (AP) peaks to each evaluated-stage, that were submitted to growth-
inhibition tests of the two plant pathogenic bacteria Ralstonia solanacearum and

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis growth. The results indicated a
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best inhibition rate by CWE of young plants (5 cm), while the SE from mature
plants (15 cm and leaf) was more effective. SE from expanded-leaves were
submitted to an anionic-exchange chromatography in Q-Sepharose-FPLC and
the five obtained pools were submitted to antibacterial tests, and PC1 was
submitted to an inativation- or death-tests of plant nematodes. PC1 were
selected as a promise to AMPs bioprospection, because it shown an
antimicrobial effect against the two evaluated bacteria, and a nematicide effect
against the nematode Meloidogyne incognita, and it was then separated by a
C18-RP-HPLC. From all collected peaks, twelve were analyzed by mass
spectrometry and two of them (peaks 18 and 24) presented peptides with mass
from 2 and 9 kDa. The remaining-ES and -EP of expanded-leaves were
separated in a Sephadex G-10 column. They were obtained four pools for each
ES- and EP-separations, that were submitted to antimicrobial tests in vitro
against the two plant pathogenic bacteria above mentioned, and in vivo against
Ralstonia solanacearum infection in tomato plant. Some pools showed as a
promise, especially the ES-pool 1 obtained by the separation in the Sephadex
G-10 column, from that two fractions were separated in a C18-RP-HPLC
column, and the recovered peaks were submitted to develop mass
spectrometry analysis. They were found molecules with molecular mass in the
peptide range. The amino acidic sequences of the peptides present in the
fractions corresponding to the peaks 9 and 14 were determinated, and they
need to be confirmed. The others peptide peaks will be submitted to mass
spectrometry analysis,amino acidic sequenting, and antimicrobial tests, aiming
to select effective peptides against plant pathogens that are of interest in the

agribusiness.
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1. INTRODUCAO

A produgéo de peptideos antimicrobianos (AMPs) por diferentes organismos
corresponde a uma estratégia de defesa antiga, eficiente e econbmica para o
organismo, pois sao sintetizados com um baixo consumo de energia e biomassa. Um
mesmo organismo pode produzir diferentes classes de peptideos, com diferentes
especificidades de agao antimicrobiana, e que ainda possuem outras atividades
biolégicas complementares a atividade antimicrobiana.

Até o momento, dez familias de AMPs foram identificadas em plantas como
componentes da barreira de defesa constitutiva ou induzida sob situagdes de
estresse. A maioria atua em concentragdes micromolares, e véem sendo
identificados em camadas celulares periféricas de sementes e de tecidos
vegetativos, localizagdo que esta de acordo com sua fungédo de defesa primaria de
tecidos vulneraveis. Os peptideos da familia das defensinas de plantas sdo os mais
bem caracterizados e mostram pouca conservagao de sequéncia entre as diversas
defensinas, exceto em oito residuos de cisteinas, dois residuos de glicina e um
residuo de glutamato, e alguns poucos residuos de consenso entre esta familia.

Os produtos naturais representam uma rica fonte de compostos a serem
explorados na selecdo de novos defensivos agricolas para plantas e como suas
principais caracteristicas podem-se citar a baixa toxicidade para humanos e para a
vida selvagem, o baixo impacto ambiental, a presenga de baixa quantidade de
residuos em alimentos e a compatibilidade com o manejo integrado de pestes.

O aparecimento de linhagens de bactérias multi-resistentes nos anos 80
demonstrou a necessidade da pesquisa por diferentes alternativas de antibidticos
sintéticos. Hoje, antibidticos baseados em peptideos sdo amplamente considerados
como uma potencial resposta para o crescente problema da resisténcia para
antibidticos convencionais. Recentes estudos mostraram que varios peptideos
catibnicos e nao catidnicos sdo expressos em muitas espécies de vertebrados e
invertebrados, e € possivel que eles atuem em sinergismo para melhorar a resposta
imune contra patégenos. Assim alguns peptideos antimicrobianos vém também

sendo avaliados como agentes terapéuticos para animais e humanos, a semelhanga



dos antibidticos em uso. Entretanto, pouco se conhece sobre sua forma de
penetracao, toxicidade potencial e custo de produgao. Esses peptideos tém atraido o
interesse de pequenas companhias farmacéuticas e biotecnoldgicas no mundo,
objetivando a producao de agentes de defesa topicos e de amplo espectro a serem
comercializados.

O mecanismo de acdo das defensinas vegetais, bem como de outros peptidios
com atividade antimicrobiana, ainda ndo € completamente entendido, embora varios
estudos indiquem que a acgdo de peptidios ocorre no geral por alteracdo da
permeabilidade de membranas. Acredita-se que a atividade antimicrobiana e a
seletividade dos peptidios sejam determinadas pelo modo de interagdo dessas
moléculas com as membranas celulares dos microrganismos.

Ha grandes perdas nas culturas agricolas de importancia comercial causadas
por diferentes patdégenos, mesmo com a utilizacdo das praticas de protecao
disponiveis. Os plantios comerciais de tomate, por exemplo, sdo atacados por
diversos fitopatogenos de dificil controle. As estimativas atuais para as perdas nessa
cultura, causadas por patdégenos, chegam a 14% mesmo com a utilizagdo das
praticas de protecdo quimicas disponiveis. Plantas de berinjela de algumas
variedades sao nao-hospedeiras de alguns fungos patogénicos de tomateiros de
importancia comercial, possivelmente também por expressarem compostos naturais
de defesa contra esses fitopatogenos. Assim, foi objetivo dessa investigagao
identificar AMPs extraidos de plantulas e folhas de berinjela que sejam efetivos
contra fitopatégenos de tomateiros, visando a producédo futura de defensivos
agricolas ou a transferéncia desses genes de resisténcia para os tomateiros,

produzindo plantas de tomate resistentes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Peptideos antimicrobianos

A maioria dos organismos vivos € constantemente exposta a patdégenos
potencialmente prejudiciais, seja por contato, ingestdo ou inalagdo (Hultmark, 2003).
A sobrevivéncia desses organismos depende de uma rede de mecanismos de defesa
que envolvem varios componentes (Bals, 2000). A sintese de imunoglobulinas
direcionadas contra microrganismos especificos € o mais sofisticado dos
mecanismos de defesa conhecidos, sendo caracteristica dos animais vertebrados
(Broekaert et al., 1995; Taylor, 1998). Contrastando com esses mecanismos imunes
adquiridos, peptideos enddgenos, que sao constitutivamente expressos ou induzidos
por infecgédo, provéem um rapido e efetivo meio de defesa contra patdogenos (Reddy,
2004). Esse grupo de moléculas chamadas peptideos antimicrobianos (AMPSs)
constitui um mecanismo de defesa primitivo, e sao encontrados desde nos
organismos simples, como bactérias, até nos organismos mais complexos, como
animais, incluindo-se os humanos (Ostberg, 2005). A diversidade de AMPs é muito
grande. Atualmente, cerca de 1000 diferentes peptideos antimicrobianos foram
identificados (Bechinger, 2006; Straus e Hancock, 2006).

Esses peptideos s&o, em sua maioria, menores que 10 kDa, tém carga liquida
positiva, e 50% de seus aminoacidos s&o hidrofobicos (Hancock et al., 2000). Os
AMPs descobertos tém sido divididos em varios grupos baseados em seu tamanho,
estrutura secundaria e terciaria, € na presenca ou auséncia de pontes dissulfeto
(Reddy et al.,, 2004). Eles podem ser prontamente sintetizados de uma maneira
flexivel e com um baixo consumo de energia e de biomassa, em fungdo do seu
pequeno tamanho (Broekaert et al., 1995). Muitos séo sintetizados ou ativados por
protedlise a partir de proteinas especificas (Borregaard et al., 2000). Alguns
peptideos tém suas estruturas secundaria e terciaria pré-formadas em solucéo livre,
mais comumente aqueles que possuem de duas a quatro ligagbes dissulfeto,
estabilizando predominantemente estruturas em folhas  ou grampos . Por outro

lado, um grande numero de peptideos tem um pequeno ou mesmo nenhuma



estrutura pré-definida em solucao livre, dobrando-se em uma estrutura anfipatica
quando em contato com a membrana alvo (Powers e Hancock, 2003).

Nas ultimas duas décadas, AMPs tém sido reconhecidos potencialmente
como grandes agentes terapéuticos no combate a uma ampla variedade de
microrganismos patogénicos, além de exercerem outras atividades. Alguns AMPs
tém apresentado caracteristicas antibacterianas, antivirais, antifungicas, anti-
cancerigenas e de cicatrizacdo de feridas (Hancock et al., 2003). Muitos AMPs
apresentam um amplo espectro de acido contra diversas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos e envelopes viréticos (Thevissen et al.,, 1996). Como os
AMPs diferem estruturalmente dos antibiéticos convencionais produzidos por
bactérias e fungos, eles oferecem novos moldes para o desenvolvimento de
compostos farmacéuticos efetivos contra os patdégenos resistentes. Em muitos
exemplos, esses peptideos sao efetivos contra microrganismos resistentes a

antibiéticos ou fungicidas (Munoz et al., 2007).

2.2. Classificacdo dos peptideos antimicrobianos

AMPs de varias espécies diferem amplamente no tamanho, na composi¢ao de
aminoacidos e no padrao de enovelamento (Thevissen et al., 2000), que sao reflexos
das diferengcas na sua sequéncia primaria, seja por mudangas nas posi¢oes dos
residuos ou numero de ligagcdes dissulfeto e numero de residuos de aminoacidos
constituintes. Uma analise do perfil de atividade bioldgica destes peptideos indicou
que existe alta variabilidade, ndo sendo facil generalizar sua classificagdo com base
no comprimento de cadeia, carga e presenga ou auséncia de ligagcdes dissulfeto
(Hancock et al.,, 2002). Muitos desses peptideos possuem ampla atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e/ou Gram-negativas, fungos, virus
ou protozoarios (Thevissen et al., 1996).

Uma das classes de AMPs corresponde a pequenos peptideos lineares (20 a
40 residuos de aminoacidos) que formam a-hélice anfipatica. Esses peptideos se
associam aos lipidios da membrana das células-alvo, formando poros. Esta classe &
bem representada pelas cecropinas, presentes nas hemolinfas de muitos

invertebrados em respostas a injurias ou infecgdes, e pelas magaininas, secretadas



por glandulas da pele de anfibios (Broekaert et al., 1997). Os peptideos lineares
também podem ser ricos em um determinado tipo de aminoacido, tais como prolina,
histidina e triptofano, tendo como exemplo, a indolicidina bovina (Rozek et al., 2000).

Uma segunda classe de AMPs é formada pelos peptideos ricos em cisteina,
que apresentam um padrao de estrutura tridimensional complexa estabilizado por
cisteinas, predominando estruturas folhas B antiparalelas. Esta numerosa classe
envolve peptideos diferindo no comprimento, niumero de cisteinas, numero de
ligagdes dissulfeto ou padrao de enovelamento (Boman, 1995).

A maioria dos peptideos antimicrobianos isolados contém quatro, seis ou oito
cisteinas, apresentando pontes dissulfeto, o que lhes confere alta estabilidade.
Embora pouco estudados, esses peptideos aparentam exercer efeito antimicrobiano
em membrana plasmatica (Broekaert et al., 1997).

Todos os peptideos antimicrobianos conhecidos s&o derivados de grandes
precursores, incluindo uma sequéncia sinal. Modificacbes poés-traducionais, incluindo
processamento proteolitico e, em alguns casos, glicosilagdo (Bulet et al., 1993),
isomerizagdo aminoacidica (Simmaco et al.,, 1998) amidagdo carboxi-terminal, e
halogenagdo sao importantes para o rearranjo final dos peptideos (Shinnar et al.,
1996; Simmaco et al., 1998; Zasloff, 2002). Um padrdo complexo de modificagoes
envolve a ciclizagdo de dois pequenos peptideos, levando a formacdo de um
peptideo completamente circular, como a a-defensina isolada de neutrdfilos de
macaco Rhesus (Tang et al., 1999). Alguns peptideos sao originados por protedlise
de grandes proteinas, como a buforina Il, originada da histona 2A, e a lactoferricina,
originada da lactoferrina (Kim et al., 2000; Ulvatne e Vorland, 2000; Zasloff, 2002).

2.3. Peptideos antimicrobianos na defesa de plantas

Plantas produzem um ampla gama de proteinas antimicrobianas para se
defender de fitopatégenos (Thevissen et al., 2005). A superexpressao de alguns
peptideos promove aumento na tolerdncia das plantas a patégenos e, ainda,
patdbgenos mutantes sensiveis aos peptideos apresentam  viruléncia
significativamente menor nos tecidos em que os peptideos aparecem (Titarenko et
al., 1997; Lopez-Solanilla et al., 1998; Garcia-Olmedo et al., 2001). Observagdes



relativas a tioninas, defensinas e proteinas de transferéncia de lipidios (LTPs) sao
consistentes com a hipotese de defesa (Garcia-Olmedo et al., 2001). A maior
expressao da tionina endégena em Arabidopsis thaliana aumentou sua resisténcia
contra Fusarium oxysporum (Epple et al., 1997) e Plasmodiophora brassicae (Holtorf
et al., 1998).

Os AMPs sao de grande importancia na defesa de plantas como parte da
barreira constitutiva pré-existente, e também como resposta induzida por infecgao, e
podem interagir um com o outro de forma aditiva, sinergistica ou antagonistica
(Garcia-Olmedo et al., 1998; 2001).

Dez grupos de peptideos de defesa foram identificados em plantas (Garcia-
Olmedo et al., 1998; 2001), e muitos sdo caracterizados como catidnicos, ricos em
cisteina, 6rgao-especificos e contém até 50 % de residuos hidrofébicos, os quais
podem facilmente interagir com membranas (Hancock et al., 1998; 2002).
Significantes progressos vém sendo obtidos na utilizacdo desses peptideos na area
de protecdo vegetal (Rao, 1998), incluindo a producdo de componentes protetores e
a engenharia genética de plantas, produzindo moléculas com total ou parcial
resisténcia contra fitopatdégenos (Mourgues et al., 1998; Morassultti et al., 2002).

De acordo com sua estrutura, varias classes de AMPs, ricos em cisteina, com
6 ou 8 residuos envolvidos em pontes dissulfeto, tém sido identificadas em plantas:
tioninas, defensinas, proteinas de transferéncia de lipidios (LTPs), peptideos
semelhantes-a-heveina, peptideos semelhantes a nés, MBP1, IbAMP, snakinas,
sheferdinas e peptideos macrociclicos (Broekart et al., 1997; Garcia-Olmedo et al.,
1998; Goransson et al., 1999). Entretanto, alguns outros AMPs, que nao estédo
incluidos nas classes acima, como o MBP-1 de milho, com 4 cisteinas (Duvick et
al.,1992) e o Ib-AMP de Impatiens balsamina (Tailor et al., 1997), com 4 residuos de
cisteinas, e as Snakinas de tomate com 12 cisteinas, tém sido relatados (Segura et
al., 1999; Berrocal et al., 2002). O unico exemplo, até o momento relatado, de AMPs
lineares sem residuos de cisteina em plantas sdo as sheferdinas de raizes de
Capsella bursa-pastoris (Park et al., 2000).

Somente a classe das defensinas parece ser conservada entre plantas,

invertebrados e vertebrados (Thomma et al., 2002). As defensinas foram inicialmente



caracterizadas em plantas por Terras et al. (1995) e apresentam propriedades
estruturais e funcionais semelhantes as das defensinas de insetos e de mamiferos.
Estes peptideos, obtidos a partir de graos de trigo e cevada, foram inicialmente
chamados y-tioninas por apresentarem tamanho de 5 kDa e quatro ligagdes
dissulfeto, assim como as o- e p-tioninas (Broekaert et al., 1995). Entretanto,
trabalhos posteriores mostraram que as defensinas nao sao relacionadas
estruturalmente as a- e p-tioninas, conforme caracterizadas anteriormente por
diversos autores (Terras et al., 1992; Bruix et al., 1993; Bohlmann, 1994). As
defensinas de plantas, possuem de 45 a 54 residuos de aminoacidos, apresentam
clara e limitada conservagao na sequéncia de aminoacidos, centrando-se em oito
residuos de cisteina, dois residuos de glicina (posi¢des 13 e 34), um residuo
aromatico (posi¢cado 11) e um de acido glutdmico (posi¢cao 29) (numeragdes relativas
a defensina 1 de rabanete — Rs-AFP1, descrita por Terras et al. (1992) (Broekaert et
al., 1995). Todos os membros conhecidos desta familia possuem quatro ligagdes
dissulfeto e sdo enovelados de forma globular, contendo trés estruturas folhas 3
antiparalelas e uma a-hélice em paralelo as folhas B (Bruix et al., 1993; Thevissen et
al., 1996, Almeida et al., 2002). A estrutura tridimensional das defensinas de plantas
assemelha-se muito a estrutura de defensinas de insetos, exceto que estas ultimas
nao possuem o dominio folha B-amino terminal que esta presente nas defensinas de
plantas (Figura 1) (Broekaert et al., 1995; Segura et al., 1998). As defensinas de
mamiferos, em comparacdo com as de plantas, apresentam apenas as trés
estruturas folhas 3 antiparalelas, ndo apresentando a estrutura a-hélice (defensinas
humana classe o) (Figura 1) (Broekaert et al., 1995). Porém, a analise estrutural de
duas defensinas humana da classe j, p-defensina HBD-1 e HBD-2, revelaram que
estas defensinas formam uma a-hélice com uma tripla folha P anti-paralela.
Entretanto, seu enovelamento global difere das a- defensinas de plantas (Broekaert
et al., 1995), pois sua a-hélice encontra-se na porgdo N-terminal do peptideo (Hoover
et al. 2000; 2001; Sawai et al., 2001).

Avaliando-se a diversidade de AMPs de origem vegetal e sua fungao de
defesa na planta, varios aspectos devem ser considerados como a atividade

antimicrobiana in vitro, a distribuicdo do peptideo, a concentragcdo do peptideo no



Insect defensin A Rs-AFP1

Figura 1 - Representagdo esquematica de uma estrutura tridimensional de uma defensina de
insetos (Insect defensin A; Bonmatin et al., 1992), de uma defensina de plantas (Rs-AFP1;
Fant et al., 1994), e de uma defensina de mamiferos (HNP-3; Hill et al., 1991) (Broekaert et
al., 1995)

plasma antes e apds a infecgdo, a expressao génica e correlagdes entre nivel de
expresséo e controle de sintomas ou diferengas de resisténcia dos patdgenos aos
peptideos em relagéo a viruléncia. Um progresso consideravel tem sido alcangado na
identificacdo de peptideos antimicrobianos em plantas com base nestes critérios
(Garcia-Olmedo et al., 1998).

2.4. Mecanismo de acdo dos peptideos antimicrobianos

O modo de agdo dos AMPs ainda n&do é completamente entendido. Muitos
esforcos tém sido realizados no sentido de se elucidar quais mecanismos de
resisténcia sao utilizados pelas plantas para se defenderem ou para evitarem o
ataque por parte de seus agressores (Harbone, 1982; Cornelissen e Melchers, 1993;
Papagianni, 2003; Hancock, 2005; Straus e Hancock, 2006).

Varios autores relataram que a agao dos AMPs ocorre, em geral, por alteragao
da permeabilidade das membranas biolégicas (Liang e Kim, 1999; Papagianni, 2003;
Hancock, 2003). Apesar da diversidade das sequéncias de aminoacidos e das
diferentes classes estruturais os AMPs, com cerca de 1000 conhecidos até o

momento (Bechinger, 2006; Straus e Hancock, 2006), eles possuem um arranjo



tridimensional comum. Se dobram em moléculas anfifiicas, com uma face
hidrofobica, enquanto a outra é carregada (Hancock, 2005) facilitando a interagéo
com a membrana alvo.

A morte de bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas esta ligada a
formagdo de canais na membrana citoplasmatica (Liang e Kim, 1999). Tendo a
integridade da membrana destruida, a célula morre (Liang e Kim, 1999; Zasloff,
2002). Diferentes modelos tém sido propostos para explicar a formagao de canais na
membrana provocada pelos AMPs (Wu et al., 1999; Hancock, 1999). A conveniéncia
de cada modelo depende do peptideo (Buffy et al., 2004; Porcelli et al., 2004), como
também das propriedades dos lipidios, ou seja, fluidez, hidrofobicidade, carga liquida
de membrana, o comprimento da cadeia (Hallock et al., 2002; Dave et al., 2005).

A capacidade de formar canais é favorecida pelo grande potencial da
membrana, pelo alto nivel de lipidios negativamente carregados, pela auséncia de
lipideos catibnicos e colesterol, cujas auséncias sao caracteristicas da célula
bacteriana. As células eucaritticas, por outro lado, tém baixo potencial de
membrana, altos niveis de colesterol e uma quantidade modesta de lipideos
aniénicos (Zasloff, 2002), o que torna o peptideo especifico para a agdo contra
procariontes.

A especificidade na interagdo dos peptideos com as membranas gera
diferengcas em sua eficacia. Muitos AMPs podem interagir com os fosfolipideos da
monocamada lipidica externa dos microrganismos e podem formar canais, lisar as
células ou penetrar na célula para efetuar sua agao (Zasloff, 2002). Interacées entre
peptideos bioativos e membranas celulares € um importante passo na ocorréncia de
muitos processos celulares (Papo, 2003). Os fatores determinantes dos mecanismos
antimicrobianos desses peptideos estdo relacionados as caracteristicas das
membranas das células microbianas e a natureza fisico-quimica do peptideo.
Acredita-se que a atividade antimicrobiana e a seletividade dos peptideos sejam
determinadas pelo modo de interagdo dessas moléculas com as membranas
celulares dos microrganismos (Liang e Kim, 1999).

As diferentes classes de AMPs vegetais descritas (Garcia-Olmedo et al.,

2001) apresentam especificidades variadas quanto ao efeito inibitorio de bactérias



Gram-positivas e Gram-negativas ou de fungos. Alguns peptideos sao especificos
para bactérias Gram-positivas porque ndo possuem a capacidade de criar um
sistema de transporte proprio, necessario para a atividade bactericida contra Gram-
negativas (Cristensen et al., 1988; Tejada et al., 1995).

As lipoproteinas e os fosfolipidios aniénicos que compdem o lado externo da
membrana celular estdo em equilibrio com cations divalentes de calcio e magnésio.
Peptideos antimicrobianos catiénicos (CAMPs) s&do mostrados como tendo grande
afinidade pelos fosfolipideos ou por lipopolissacarideos de membrana, substituindo
os ions Ca** e Mg®* (Hancock, 1999). Além disso, os peptideos podem criar poros na
membrana citoplasmatica e causar a ruptura, resultando na lise celular (Vogel, 1999;
Hancock, 2003). Alternativamente, os AMPs podem se ligar a um receptor da
membrana, levando a uma perda especifica de sua fungdo. Ainda, ao se
translocarem através da membrana, essas moléculas podem atuar intracelularmente,
impedindo a sintese de metabdlitos importantes para o microorganismo. Um exemplo
seria o peptideo PP-39, que mata a bactéria por um mecanismo nao litico. Ele inibe a
sintese de proteinas requeridas para a replicagdo do DNA (Tossi e Giangaspero,
2000). Por atuarem em diferentes compartimentos celulares, esses compostos
tornam-se candidatos promissores para o desenvolvimento de drogas importantes no
combate a patdgenos resistentes aos antibioticos convencionais (Lohner, 2001).

O mecanismo de acdo dos peptideos vegetais com atividade antimicrobiana,
bem como de outros, ainda ndo € completamente entendido, embora varios estudos
indiguem que a acao de peptideos ocorra no geral por alteragédo da permeabilidade
de membranas. As defensinas Rs-AFP2 de semente de rabanete (Raphanus sativus)
(Terras et al., 1992) e a defensina Dm-AMP1, de semente de dalia (Dahlia merckii)
(Osborn et al., 1995), induziram um rapido influxo de Ca®, efluxo de K' e
alcalinizacdo do meio de incubacao quando adicionadas a hifas do fungo Neurospora
crassa. A alcalinizacdo do meio de incubacao induzida por Rs-AFP2 foi inibida por
inibidores de proteina-G (Thevissen et al. 1996, 2000). Além disso, estes autores
observaram que, embora estruturalmente semelhantes as tioninas, estas defensinas

de plantas ndo causavam a formagado de poros permeaveis a ions em membranas
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artificiais e nao apresentavam significativa atividade de permeabilizacao de

membranas de hifas.

2.5. Localizacéo celular de peptideos antimicrobianos

Sugere-se que os AMPs sejam ubiquos no reino vegetal. Esses peptideos
vém sendo encontrados em diferentes espécies de plantas e em varios tecidos e
orgaos como sementes, flores e folhas atacadas por patogenos.

A infeccdo de sementes ou de plantas, originada durante a germinagao, ocorre
geralmente com frequéncia relativamente baixa, mesmo estando estas depositadas
em substratos ricos em microrganismos (Cammue et al., 1995).

Apesar de muitos peptideos terem sido isolados de sementes, existe hoje
evidéncias de que estes peptideos também ocorrem em tecidos vegetativos. Muitos
AMPs sao preferencialmente expressos em camadas celulares periféricas, tendo
sido encontrados no xilema, em células estomaticas e em células que ocupam a
cavidade subestomatica (Garcia-Olmedo et al., 1998).

Estes peptideos parecem ser expressos de maneira constitutiva ou érgéo-
especifica, ou ainda ser expressos de maneira modulada por patdégenos,
possivelmente com uma expressao com especificidade alterada para cada tecido
(Broekaert et al., 1995).

2.6. Patdgenos de Plantas

Bactérias do género Clavibacter correspondem a patégenos de planta Gram-
positivos, actinomicetos (familia Microbacteriaceae) (Stackebrandt et al., 1997), e s&o
representadas por uma simples espécie, C. michiganensis. Esta espécie é
subdividida em cinco subespécies, de acordo com seus hospedeiros (Jahr et al.,
1999). Essas bactérias presentes no solo invadem o sistema vascular das plantas e
colonizam os plasmodesmas (Gaterman, 2003). A bactéria Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis pode ser considerada o patégeno causador de uma das
doenca que mais lesa tomateiros, o cancro bacteriano, além de lesar outras espécies
de importancia comercial, causando consideravel prejuizo econémico aos
agricultores (Strider, 1969; Davis et al., 1984; Gaterman, 2003).
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A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum tem sido um fator
limitante da producao de diversas solanaceas em todo o mundo (Syed e Loke, 1995).
Mais de 100 espécies ja foram relatadas como suscetiveis a esta bactéria Gram-
negativa, que esta presente no solo, invade e coloniza a raiz das plantas
hospedeiras, seguindo-se uma rapida colonizagcdo nos tecidos vasculares (Hayard,
1991).

Pela comprovada importancia como fitopatbgenos que causam danos
irreversiveis a espécies de grande importancia comercial, optou-se por utilizar essas
bactérias como microrganismos-teste na identificacdo da atividade antimicrobiana
dos extratos enriquecidos em peptideos, obtidos de folhas e plantulas de berinjela da
espécie em estudo.

Os nematdides do género Meloidogyne, também conhecidos como
nematoides das galhas, sdo considerados os mais importantes (Sasser e Frekman,
1987), pois sao parasitas de mais de 2000 espécies de plantas e sua extensa gama
de hospedeiros inclui plantas monocotiledoneas e dicotiledoneas, plantas herbaceas
e lenhosas (Hussey, 1985). Eles s&o responsaveis por grandes perdas em culturas
agricolas em todo o mundo (Kiewnick, 2006). Esse género por ser o mais prejudicial
a agricultura, causa uma perda estimada em US$100 bilhdes por ano (Oka et al.,
2000).

O controle de nematdides é muito complexo. O uso de nematicidas quimicos é
uma das primeiras formas de tentativa de controle desses parasitas de plantas
(Khan, 2007). Entretanto, seus potenciais impactos negativos causados ao homem e
ao meio ambiente conduziu a uma proibicdo total ou ao uso restrito da maioria dos
nematicidas (Zuckerman e Esnard, 1994; Nico et al., 2004). Varias opg¢des séo
atualmente avaliadas em todo o mundo para identificar e desenvolver opgoes
ecologicamente sustentaveis para controlar os fitonematoides (Khan, 2007). Dentre
essas opgdes estdo o controle biolégico, o uso de plantas antagbnicas e de extratos
de diferentes espécies e partes de plantas.

Algumas plantas tém apresentado um grande potencial como matéria prima
para a producao de nematicidas naturais. Ha varios relatos, na literatura, do efeito de

extratos botanicos sobre os fitonematodides (Lewis e Papavizas, 1971; Mayton, et al.,
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1996; Lazzeri et al., 1993; Ferris e Zheng, 1999). Extratos botanicos apresentam
vantagens sobre pesticidas sintéticos, como a possibilidade de gerar novos
compostos que os patdogenos ainda ndo se tornaram capazes de inativar, serem
menos concentrados e consequentemente menos toxicos, serem biodegradados
rapidamente, possuir um amplo modo de agado e serem derivados de recursos

renovaveis (Quarles 1992).

2.7. Aplicacdes futuras do conhecimento sobre peptideos vegetais

Os AMPs apresentam potencial consideravel para uma variedade de
aplicagoes terapéuticas para diferentes organismos (Aumelas et al., 1996). Com a
descoberta das diferentes classes estruturais de peptideos antimicrobianos,
incluindo-se as defensinas, em diversos tipos de organismos, cresce o otimismo de
que alguns destes compostos possam ser empregados em terapias de humanos
(Ganz e Lehrer, 1999; Marr et al, 2006).

Broekaert et al. (1997) sugerem que as defensinas vegetais, dentre outros
AMPs, desempenham fung¢ao importante na protecao de tecidos de plantas durante o
estadio inicial de emergéncia, o que contribui fortemente para o aumento das taxas
de sobrevivéncia das plantas apdés a germinagdo. Essa hipotese é baseada na
observagédo de que sementes de rabanete germinando em um meio que permite o
crescimento de fungos houve a formagao de um halo de inibigdo do crescimento que
pode ser observado também quando aplicou-se 1 ug de defensina purificada de
rabanete, Rs-AFP1 e Rs-AFP2.

Estima-se que as perdas causadas por acado de fitopatégenos em todo o
mundo alcance 20% da producdo de alimentos e dos lucros econdémicos dos
agricultores (Rommens e Kishore, 2000). Os fungicidas sédo, hoje em dia, essenciais
para o efetivo controle de doengas de plantas, seja na cobertura de sementes
visando aumentar a sobrevivéncia das plantas recém germinadas (Broekaert et al.,
1995) ou em fase mais adiantada de cultivo. Hd uma longa tradicdo no uso de
fungicidas e inseticidas para o controle de pragas. Entretanto, a alta frequéncia de
aplicacdo desses defensivos tem, frequentemente, resultado na emergéncia de

pragas resistentes ao principio ativo. O unico caminho para prevenir ou retardar o
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aparecimento da resisténcia € desenvolver compostos com outros modos de agao e
usar estratégias de controle de pestes que incluam a protegcdo de organismos
benéficos (Oerke, 2006). A busca por AMPs estimula essa prospecgdo de novas
classes de moléculas naturais e/ou sintéticas, capazes de neutralizar ou de danificar
o patégeno-alvo inibindo assim o desenvolvimento da resisténcia (Heinemann et al.,
2000). O amplo espectro de agao e a nao-toxicidez para células de mamiferos de
alguns peptideos vegetais (Terras et al., 1992; 1993; 1995; Moreno et al.,1994;
Osborn et al.,1995) deixam os cientistas otimistas, pois sinalizam para a producdo de
bactérias ou plantas geneticamente modificadas que poderdo ser utilizadas como
biorreatores para a produgdo de agentes antimicrobianos ou antibiéticos em grande
escala, visando o uso como defensivos agricolas naturais ou agentes terapéuticos
para animais.

Desde a descoberta dos AMPs, os investigadores estdo esperangosos que
eles possam ajudar a resolver o problema de bactérias que se tornaram resistentes a
antibidéticos comuns. Muitos dos antibidticos usados atualmente possibilitam essa
resisténcia porque eles executam sua fungdo em uma porcdo muito especifica das
bactérias. Como resultado, mudangas minuciosas no alvo do antibidtico sao
suficientes para impedir a droga de ser efetiva (Chan, 2006). Por exemplo, uma
mutacdo em um aminoacido na subunidade ribossomal 12S de Mycobacterium
tuberculose resulta na resisténcia contra estreptomicina (Finken et al., 1993).
Portanto, nunca foi tdo crucial como agora descobrir novos agentes antimicrobianos.
Os AMPs podem ser usados para reverter essas tendéncias (Chan et al., 2006).
Considerando que eles foram prosperamente usados na natureza por milhdes de
anos e ainda sdo altamente efetivos atualmente, eles s&do muito promissores.
Embora ja tenham sido descritos alguns mecanismos de resisténcia aos AMPs, eles
envolvem mudangas principalmente na composicdo da membrana para alterar a
carga e entao interferir na associagédo do peptideo, ou sdo mecanismos altamente
especificos que ndo sado  aplicaveis a um numero grande de peptideos
antimicrobianos (Brogden, 2005). Além disso, a maioria dos mecanismos de
resisténcia encontrados s6 provocaram um moderado aumento na concentragao

inibitéria minima (MIC), cerca de 2 a 4 vezes (Hancock, 2001). Um grande numero
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de estudos tem mostrado que peptideos antimicrobianos atuam em sinergismo com
os antibidticos atualmente utilizados podendo atuar contra bactérias multiresistentes,
melhorando a poténcia dos antibidticos (Giacometti et al., 2005). Consequentemente,
essas moléculas sdo de grande interesse como uma nova classe de agentes de
antimicrobianos.

Um maior conhecimento sobre o conjunto dos peptideos antimicrobianos em
plantas e sobre seus mecanismos de acido permitira o sequenciamento destes
peptideos e a identificagdo dos genes envolvidos em suas sinteses, auxiliando
programas futuros de manipulagbes génicas em plantas susceptiveis a doencgas
especificas, tornando-as resistentes a estes patégenos, como podemos citar os
organismos transgénicos (Knight et al., 1997).

Considerando a importancia dos AMPs como possiveis principios ativos para
o desenvolvimento de agentes de defesa tanto com aplicagées farmacéuticas quanto
para o desenvolvimento de novas classes de defensivos para a agroindustria o
objetivo desse trabalho visou detectar, extrair, purificar formas de AMPs presentes
em plantas jovens e folhas totalmente expandidas de berinjela, e avaliar a agao
desses peptideos in vitro e in vivo contra fitopatégenos de diversas espécies
vegetais, visando posterior clonagem e expressao heterdloga para caracterizagcao
estrutural das moléculas. O trabalho teve como objetivo explorar o potencial
antimicrobiano dos extratos parcialmente purificados, obtidos de folhas totalmente
expandidas de berinjela, visando possivel aplicagédo no controle de fitopatégenos. O
conhecimento gerado sera utilizado para desenvolver defensivos naturais para
plantas e identificar agentes terapéuticos para animais, e ainda produzir plantas de

tomate modificadas resistentes aos fitopatégenos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal: Plantio das Sementes de Berinjela e Coleta das Folhas e
Plantulas

Plantas de berinjela (Solanum melongena) da variedade “Florida Market”
foram cultivadas em sistema hidropdnico desenvolvido pelo Prof. Paulo Roberto
Gomes Pereira do Departamento de Fitotecnia (DFT) da UFV, em presenca de
solugdo nutritiva completa. As sementes da variedade “Florida Market” foram obtidas
do Banco de Germoplasma de Horaligas da UFV, e fornecidas pelo Prof. Derly José
Henriques da Silva (DFT).

A copos descartaveis de 200 mL, com furos na porc¢ao inferior, foram
adicionados o substrato BIOPLANT e receberam sementes de berinjela. Esses copos
foram colocados sobre uma bandeja de isopor contendo 0 mesmo substrato, sendo
essa bandeja irrigada com agua duas vezes ao dia. As plantas de berinjela foram
mantidas em ambiente de casa-de-vegetac¢ao aclimatada, do BIOAGRO na UFV.

Foram coletadas folhas totalmente expandidas de plantas com cerca de 60
dias. Esse material foi lavado, congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -
80°C em ultrafreezer, em envelopes de papel aluminio que foram colocados dentro
de envelopes de papel pardo, até a utilizagcdo como fonte de peptideos.

Paralelamente, plantas jovens de berinjela da mesma variedade com 5 e 15
cm de altura, cultivadas sob as mesmas condigdes foram coletadas integralmente
(raiz e parte aérea), lavadas e armazenadas a semelhanca das folhas totalmente

expandidas.

3.2. Microrganismos

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos peptideos, as bactérias
fitopatogénicas Ralstonia solanacearum, Gram-negativa, e Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, Gram-positiva, foram fornecidas pelo Prof. Reginaldo da Silva
Romeiro, do Departamento de Fitopatologia da UFV, responsavel pelo Banco de
Fitopatdogenos do Laboratério de Bacteriologia e Controle Bioldgico. Culturas estoque

das bactérias R. solanacearum e C. michiganensis subsp. michiganensis foram

16



preparadas em meio liquido (meio LB) contendo glicerol 50 % e armazenadas a —80
°C. Para os testes, as bactérias foram repicadas em meio liquido e cultivadas até
Asgo de 1,0 —1,2.

O fitonematadide utilizado para avaliar a atividade nematostatica ou nematicida
dos extratos enriquecidos foi o Meloidogyne incognita, fornecido pelo Prof. Leandro
Grassi de Freitas, do Departamento de Fitopatologia da UFV. Ovos de Meloidogyne
incognita foram obtidos a partir do tomateiro Santa Cruz ‘Kada’ infectado, mantido
em casa de vegetagao, e extraidos conforme a metodologia proposta por Hussey e
Barker (1973). Para a obtencdo de juvenis de segundo estadio os ovos foram
colocados em funis de Baermann (1917) e mantidos em camara de crescimento a 28
°C.

3.3. Obtencéao de Extrato Soluvel Bruto

A extracao dos peptideos de plantas jovens e de folhas totalmente expandidas
de berinjela foi realizada conforme Teixeira et al. (2006). O material vegetal
congelado, ap6s pesado, foi triturado com nitrogénio liquido em almofariz e pistilo,
macerado na proporcdo 1:4 com tampao Tris-HCI 0,1 M contendo EDTA 10 mM,
benzamidina 1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mM e tiouréia 2 mM. O
homogenato obtido foi centrifugado a 20.300g e 4 °C por 30 minutos em centrifuga
refrigerada, condicdo utlizada para todos os procedimentos de centrifugagdo. O
sobrenadante foi reservado, e o precipitado lavado duas vezes em volume igual ao
inicial com agua ultrapura (Milli-Q). Apés nova centrifugagcao os dois sobrenadantes
obtidos foram associados ao anteriormente reservado para formar o Extrato Soluvel
Bruto (ESB).

3.4. Obtencao do Extrato de Parede Celular Bruto

O precipitado obtido na etapa anterior foi ressuspendido em cloreto de litio 1,5
M contendo benzamidina 1 mM, PMSF 1mM e tiouréia 2 mM, mantido sob agitacao a
4 °C, por 2 h, e a seguir, centrifugado sob as mesmas condi¢gbes descritas. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante correspondeu ao Extrato de Parede
Celular Bruto (EPB).
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3.5. Purificagéo Parcial dos Peptideos

3.5.1. Fracionamento com Sulfato de Amonio
Ambos os extratos, ESB e EPB, foram fracionados com sulfato de amoénio
solido a 35 % de saturagdo, em banho de gelo, sob agitagdo branda por 2 h a 4 °C.

Em seguida, foram novamente centrifugados e os sobrenadantes foram recuperados.

3.5.2. Aquecimento Seletivo

Os sobrenadantes recuperados foram separadamente submetidos a um
aquecimento seletivo a 80 °C por 15 min, em banho-maria. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas e os sobrenadantes obtidos foram denominados Extrato Soluvel
(ES) e Extrato de Parede Celular (EP). Os sobrenadantes foram dialisados contra
agua Milli Q e concentrados em membranas de filtracdo de 1.000 Da, em
equipamento de filtracado positiva do tipo AMICON/MILLIPORE.

3.5.3. Cromatografias de Troca I6nica em equipamento tipo FPLC

ES e EP foram submetidos a cromatografia de troca ibnica em coluna DEAE-
Sepharose (8 mL) em equipamento tipo FPLC, Biologic Workstation (BioRad).
Utilizou-se como tampao de equilibrio Tris-HCI 25 mM, pH 7,0, e o0 mesmo tampao
adicionado de NaCl 1M foi utilizado para eluicdo das proteinas. Acromatografia foi
desenvolvida a um fluxo de 1 mL.min™". A amostra correspondeu a 7 mL de ES ou EP
apos dialise, liofilizagao e ressuspensao em agua Milli Q. As amostras eluidas foram
recuperadas em microtubos utilizando-se um coletor de fracbes acoplado ao
equipamento.

Em estratégias posteriores de purificagdo, ES foi submetido a cromatografia
de troca anidnica em coluna com resina Q-Sepharose (36 mL), sob as mesmas
condigbes acima descritas. Esse procedimento teve o objetivo de melhorar a
separagao, pois a resina Q-Sepharose possui uma amina quaternaria, como grupo
trocador anibnico, mais forte que o grupo dietil-amino-etii da resina DEAE-

Sepharose.
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Com o objetivo de separar o grupo de proteinas anibnicas dos compostos
fendlicos presentes no extrato, o pool de proteinas acidas recuperado da
cromatografia de troca anidnica foi submetido a cromatografia de troca catiénica em
coluna CM-Sepharose FF. A coluna foi equilibrada com tampao MES 25 mM, pH 6,0.
Para a eluicdo das proteinas ligadas a coluna esse tampéao foi acrescido de 1 M de
NaCl. A corrida foi realizada a um fluxo de 1,0 mL.min™" . As cromatografias foram
monitoradas automaticamente pelos valores de Azso em equipamento do tipo FPLC.

3.5.4. Cromatografia de Exclusdo Molecular

Parte de ES e de EP foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular em
coluna com resina Sephadex-G10 com 1,6 cm de didmetro, 26 cm de altura e volume
de resina de 52 mL, em baixa pressao, com bomba peristaltica para o controle do
fluxo, correspondendo também a uma etapa de dessalinizagao. Foram aplicados 30
mL de amostra. Para a cromatografia utilizou-se como tampao de equilibrio Tris-HCI
5 mM, pH 7,0, ao fluxo de 0,5 mL.min"'. Foram coletadas fracdes de 1,3 mL em
microtubos, que foram avaliadas manualmente a A4 € Azgo, Visando confirmar a

presenca de peptideos.

3.5.5. Cromatografia de Fase Reversa em equipamento tipo HPLC

As fragbes que apresentaram atividade antimicrobiana foram liofilizadas e
submetidas a cromatografia fase reversa em HPLC, em coluna C18 (C18-RP-HPLC).
A coluna foi equilibrada em TFA 0,1% e as proteinas foram eluidas em gradiente do
solvente B (acetonitrila 80% contendo 0,1 % de TFA), ao fluxo de 1 mL.min™". Os
peptideos eluidos foram acompanhados pela A4 € Azgo. As proteinas foram
separadas em gradiente continuo de acetonitrila, sendo o gradiente de eluigdo 0-10
min, 15% de B; 10-70 min, 15 a 60% de B; 70-72 min, 60-100% de B; 72-92 min,
100% de B. Apos liofilizagédo, estas fragdes foram utilizadas para as analises de

espectrometria de massa e para o sequenciamento dos peptideos.

3.6. SDS —Tricina— PAGE de Trés Fases
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O enriquecimento dos peptideos durante a purificagcao foi avaliado pela
presenca de massas moleculares na regido peptidica (2-14 kDa) em SDS-Tricina-
PAGE (Schagger e Von Jagow, 1987; Judd,1994). Para o gel de separacéo (16,5 %
T), foram utilizadas solugéo de acrilamida/bis (49,5 % T e 3,0 % C), tampéao do gel
(Tris-HCI 0,3 M, SDS 0,3 %, pH 8,9), glicerol (10,7 % v/v), persulfato de aménio
(0,033 %) e TEMED (0,033 %). O gel intermediario (9,9 % T) foi preparado com os
mesmos componentes do gel de separagado, excetuando-se o glicerol, que nao foi
adicionado. Para o gel de concentracéo (5,1 % T), foram utilizados solugéo de
acrilamida/bis (30,8 % T e 2,6 % C), 12,6 % (v/v) do tampao do gel (Tris-HCI 1M, pH
6,8), EDTA 0,002 M, persulfato de aménio (0,033 %) e TEMED (0,033 %). A
eletroforese desenvolveu-se a 100 V por cerca de 15 min, até atingir o gel
intermediario, a 80 V por cerca de 20 min, até atingir o gel de concentragao, e entéo
a 60 V até o final da corrida, perfazendo cerca de 6,5 h. O tampao do catodo foi Tris-
HCI 0,1 M e Tricina 0,1 M, pH 8,31, e o tamp&o do anodo foi Tris-HCI 0,2 M, pH 8,9.

O tampao de amostra utilizado consistiu de Tris 100 mM, SDS 4 %, azul de
bromofenol 0,025 %, glicerol 12 % (v/v) e B-mercaptoetanol 10 % (v/v). O marcador
de massa molecular de ampla faixa (BioRad) era constituido de (em Da) miosina
(200.000), B-galactosidase (116.250), fosfolipase b (97.400), soroalbumina bovina
(66.200), ovoalbumina (45.000), anidrase carbdnica (31.000), inibidor de tripsina
(21.500), lisozima (14.400) e aprotinina (6.500). O marcador de massa molecular
para peptideos de baixa faixa consistiu de (em Da): triose fosfatase isomerase
(26.600), mioglobina (17.000), a-lactoalbumina (14.200), aprotinina (6.500), cadeia 3
da insulina (3.496) e bradiquinina (1.060).

3.7. Testes de inibicdo dos patdgenos in vitro

3.7.1. Testes de atividade antibacteriana em microplacas

A avaliagdo da inibicdo de bactérias fitopatogénicas foi determinada pelo
Teste de Leitura de Microplacas, conforme Broekaert et al. (1990) e Terras et al.
(1992), e ajustado por Teixeira et al. (2006), utilizando microespectrofotometria (560

nm).
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As bactérias fitopatogénicas-teste foram cultivadas em microplacas de 96
pocos, de fundo plano, estéreis, em temperatura de 28 °C. A cada pogo da
microplaca, foram adicionados 50 uL de meio de cultivo concentrado (2X), 10 uL de
uma suspenséao de bactéria e volumes variaveis (10 a 40 pL) das solugdes peptidicas
a serem testadas, e quando necessario o volume final de 100 uL foi completado com
agua Milli Q. As absorvancias a 560 nm foram determinadas em leitor de
microplacas, feitas imediatamente apds o preparo da cultura e em periodos de
incubacao pré-definidos para as bactérias-teste, tracando-se as curvas de
crescimento de cada bactéria. A inibicdo foi determinada pelas curvas de
crescimento em presencga e em auséncia dos peptideos, cerca de duas horas apos
atingirem a fase estacionaria. Nos ensaios, o controle da cultura correspondeu ao
cultivo das bactérias na auséncia de peptideos (90 uL de meio de cultivo 1X e 10 uL
de uma suspensao de bactérias), e o controle do meio correspondeu ao cultivo na

auséncia de bactéria e peptideos (100 uL de meio de cultivo 1X).

3.7.2. Avaliacéo da inativacdo ou morte de juvenis de nematdides

Para cada teste, foram preparadas placas de Petri de 5 cm de didmetro e, em
cada placa, foram colocados 1 mL de suspensao contendo em média 200 juvenis de
Meloidogyne incognita e extratos peptidicos correspondentes ao pool catiénico 1
(PC1) de ES de folhas totalmente expandidas de berinjela (nas quantidades
referentes a 1,0 g, 2,0 g e 3,0 g de peso fresco de folhas extraidas) apos
ultrafiltragcdo. Foram feitas cinco repeticdes para cada tratamento. As placas foram
incubadas a 28 °C. A avaliagdo foi feita apds 24 e 48 horas da montagem do
experimento, determinando-se a percentagem de juvenis moéveis e imoveis. Cada
suspensao, contendo os extratos e os juvenis, foi vertida cuidadosamente sobre a
peneira de 0,025 mm de abertura (500 mesh) apds a avaliagdo de 48 h, e os juvenis
foram lavados em agua corrente. Os juvenis foram entdo transferidos novamente
para as placas de Petri e incubados em agua por mais 24 horas. A percentagem de
mortalidade foi calculada com base na relagdo [(numero de juvenis imdveis/(numero

de juvenis imoveis+juvenis moveis)] x 100. A percentagem de recuperagao do
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movimento dos juvenis foi avaliada para conhecer a atividade nematicida ou

nematostatica dos extratos.

3.8. Avaliacdo dos extratos peptidicos in vivo sobre as bactérias
fitopatogénicas

O isolado de Ralstonia solanacearum foi repicado a partir do estoque de glicerol
para o meio de Kelmam (0,1% caseina, 0,5% dextrose, 1% peptona, 1,7% Agar,
0,005% tetrazolio) e incubado por 48h. Apds a incubagédo, para a reacdo de
hipersensibilidade (Alfenas et al., 2006) foram selecionadas colénias com centro
vermelho e bordas brancas, e estas novamente repicadas para placas contendo
meio de Kelman (1954). Apos incubagéo, a bactéria foi raspada com alga de vidro
para um recipiente com agua e a suspensdo resultante foi ajustada ao
espectrofotbmetro a uma absorvancia de 550 nm de 0,1, correspondente a,
aproximadamente, 108 ufc/ml.

Mudas de tomateiro do cultivar Santa Clara, apresentando de um a dois pares
de folhas verdadeiras, tiveram suas raizes lavadas e imersas em extratos peptidicos
por quinze minutos, sendo transplantadas apds imersdo para copos de plastico de
200 mL preenchidos com areia saturada com 90 mL da suspens&o bacteriana acima
citada. As plantas foram incubadas em cémara de crescimento a 27°C, com
fotoperiodo de 12h, e avaliadas diariamente quanto ao aparecimento de sintomas,
sendo avaliada a presenga ou auséncia de murcha bacteriana. Foram utilizadas 30
plantas para cada tratamento.

Foram feitos controles prévios nos quais agua substituiu o material vegetal, que
foram submetidos a todas as etapas de extracdo (itens 3.3. e 3.4) e purificagao (itens
3.5.1, 3.5.2 e 3.5.4). Com os pools obtidos dos controles, tanto para ES quanto para
EP, foi realizado o teste em que os tomateiros tiveram suas raizes lavadas e imersas
nos controles por quinze minutos, sendo transplantadas apds imerséo para copos de
plastico com areia saturada da suspensdo bacteriana como descrito acima. O
objetivo da realizagdo desses controles foi verificar se compostos presentes nos
extratos peptidicos provenientes das etapas de extracdo e/ou purificagdo pudessem

ser toxicos para as plantas.
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3.9. SequUenciamento e determinacdo da massa molecular por técnica
espectrométrica do peptideo purificado

A determinacdo da massa molecular e o sequenciamento do peptideo foram
desenvolvidos no Nucleo de Biomoléculas do ICB / UFMG. As analises por
espectrometria de massas do tipo ESI-Q-TOF foram realizadas utilizando-se um
aparelho Q-ToF Micro™ (Micromass, Gra-Bretanha), equipado com fonte de
ionizagdo electrospray operada em modo positivo. A voltagem do capilar foi
estabelecida em 3-3.5 kV e as voltagens dos sample cones foram 30-40 V. A
calibracdo do espectrdmetro de massas € realizada diariamente utilizando-se Nal,
com janela de 100 a 2000 m/z. As amostras foram diluidas em acetonitrila 50%/TFA
0,1% e introduzidas no aparelho utilizando uma bomba de seringa com fluxos entre
5-10 yL/min (electrospray) ou 0,5-1,0 uL/min (nano-electrospray). Os dados obtidos
foram analisados utilizando o programa MassLynxA®4.0.

A determinagdao da sequéncia de aminoacidos foi realizada no Nucleo de
Estrutura e Fungao de Biomoléculas, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG,
sob coordenacdo do Prof Marcelo Porto Bemquerer. Para o sequenciamento, foi
utilizada a metodologia desenvolvida por Edman (1950), automatizado. Amostras de
proteinas nativas ou alquiladas (50 - 200 pmol) foram sequénciadas utilizando um
sequénciador automatico de proteinas, Shimadzu PPSQ-21A.

Cerca de 50 uL de amostra, em solugcao de 0,1:0,5:0,5 TFA:H,O:ACN, foi
aplicada sobre um disco de fibra de vidro contendo o polamero SEQUA-BRENE
(Sigma), previamente tratado de acordo com procedimentos padronizados do
equipamento PSSQ-21A. A derivatizacao foi feita com solucédo de fenilisotiocianato
em n-heptano a 5 % na presenga de solugéo de acido trifluoroacético e trimetilamina
a 12%. A derivatizacado é seguida por uma etapa de conversao do intermediario
tiazolina em PTH-aminoacido por uma solugdo aquosa de acido trifluoroacético a
25%. A separagdo dos PTH-aminoacidos foi feita em uma coluna de fase reversa
(WAKOSIL-PTH 25 cm x 4,6 mm , Wako, Japao) com a eluicdo conduzida em
condigao isocratica por uma solugcao de composi¢cao desconhecida (Wako, Japao). A
identificacdo dos PTH-aminoacidos foi feita pelos tempos de retencdo, comparando-

se com um padréo.
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3.10. Identificac&o de sequéncias homadlogas de defensinas em banco de dados
Pesquisa de analises de sequéncia, usando Gen Bank como banco de dados
e programas como BLAST e CLUSTAL W, foram realizadas com o objetivo de obter
sequéncias de peptideos de berinjela que sejam similares as de peptideos
antimicrobianos ja identificados de outras espécies.
3.10.1- A identificagdo de sequéncias homologas em berinjela foi feita
utilizando o programa BLAST (http: // www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST),
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Capitulo |
Atividade antimicrobiana de extratos peptidicos de plantas de

berinjela em trés estadios de desenvolvimento

Os resultados iniciais da bioprospeccao de peptideos antimicrobianos deram
origem ao trabalho intitulado: “Atividade antimicrobiana de extratos peptidicos de
folnas de berinjela na inibicdo do crescimento de Ralstonia solanacearum e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis” da autoria de Hebréia Oliveira
Almeida, Felipe Roberti Teixeira, Reginaldo da Silva Romeiro, Derly José Henriques
da Silva, Paulo Roberto Gomes Pereira, Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Maria
Cristina Baracat-Pereira, submetido na revista Summa Phytopathologica,
aguardando publicagdo (Copia no anexo 1). Os resultados desse capitulo deram
origem ao trabalho intitulado: “Peptide-Fraction Inhibiting Plant-Pathogen Growth
Predominated in Cell-Wall Extracts from Young Plants or in Soluble-Cell Fraction
from Expanded-Leaves from Eggplants” da autoria de Hebréia Oliveira Almeida,
Eliciane C. Mattos, Meire Oliveira Barbosa, Felipe Roberti Teixeira, Reginaldo da
Silva Romeiro, Elizabeth Pacheco Batista Fontes, Maria Cristina Baracat-Pereira,
submetido a revista Journal of Phytopathology, aguardando parecer (Cdpia no anexo
2).

[.1. Introducéo

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa sofisticados contra
patdogenos diversos, como fungos, bactérias e virus, incluindo barreiras
antimicrobianas constitutivamente expressas, assim como mecanismos de defesa
induzidos pela presenga do patdégeno (Thuerig et al., 2006). Em tecidos vegetativos,
uma série de mecanismos de defesa podem ser ativados apdés um ferimento ou apos
a percepgao de um fitopatdogeno (Terras et al., 1995).

As plantas podem desenvolver resisténcia a doengas de acordo com sua
idade - um fendbmeno conhecido como resisténcia relacionada a idade (Panter e
Jones, 2002). A dependéncia do desenvolvimento da doenga na planta em seus

diferentes estadios de desenvolvimento é bem relatada em diferentes sistemas
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planta-patégeno (Chase et al., 1986; Pretorius et al., 1988; Rupe e Gbur, 1995; Zeier,
2005). A rede de mecanismos de defesa de plantas que confere resisténcia a
doencgas néo é estatica, mas governada por fatores externos, pelo estado fisioldégico
e pelo estadio de desenvolvimento da planta (Graham e Graham, 1996; Zeier et al.,
2004). Uma comparacdo completa do procedimento de defesa da planta em
situagdes fisiologicas diferentes é necessaria para caracterizar em quais condi¢des
as plantas s&o bem ou pobremente equipadas para se defender (Zeier, 2005).

Diversas estratégias de defesa desenvolvidas pelas plantas ja foram
elucidadas. Um exemplo € um aumento na sintese de carboidratos, e esses sao
depositados na parede celular em resposta a penetracdo das hifas de fungos (Aist,
1976), uma resposta que fortalece a parede celular, impedindo a entrada do
patogeno (Terras et al., 1995). Além disso, elicitores, depois de ligados a receptores
especificos da planta, ativam uma cascata de sinalizacdo, resultando em
mecanismos de defesa bioquimicos como a produgao de fitoalexinas (Mansfield,
2000) e proteinas com atividades antimicrobianas (Linthorst, 1991).

Plantas de berinjela de algumas variedades ndo sao hospedeiras de
fitopatdégenos de tomateiros, possivelmente por expressarem compostos naturais de
defesa, dentre outros fatores. Dessa forma, esse trabalho teve como obijetivo
primordial extrair e purificar parcialmente formas de AMPs presentes em plantas
jovens, com 5 e 15 cm de altura, e em folhas totalmente expandidas de berinjela, e
avaliar a agao antimicrobiana desses extratos peptidicos in vitro contra as bactérias
fitopatogénicas Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, visando avaliar ainda a atividade antimicrobiana peptidica em plantas

em diferentes estadios de desenvolvimento.

[.2. Resultados e Discusséo
Visando auxiliar no acompanhamento das etapas do trabalho, foi feito um
fluxograma com a metodologia de purificacdo de peptideos antimicrobianos de folhas

de berinjela empregada nessa etapa do trabalho (Figura 1).
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Plantas jovens (5 e 15 cm de altura) e folhas de berinjela
var. Florida Market

Extragao 1:4 (g:mL)

N

Sobrenadante Precipitado

!

Extracdo com LiCl

l

Precipitacdo com (NH,;).SO,

l l

Aquecimento seletivo (80 °C, 15 min.)

/ \

Extrato de Parede Celular (EP)

Extrato soluvel (ES)

. /

Cromatografia de troca aniénica em
resina DEAE-Sepharose

/ N\

PC1, PC2 e PA PC1, PC2 e PA

! !

- Testes antimicrobianos “in vitro” (microplacas) contra Ralstonia
solanacearum e Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis

Figura 2 - Fluxograma com a metodologia de purificacdo de peptideos antimicrobianos de

folhas de berinjela .

Plantas jovens de berinjela com 5 e 15 cm de altura e folhas totalmente

expandidas foram avaliadas como material fonte para a prospe¢cédo de peptideos
antimicrobianos (AMPs) considerando-se a caracteristica ubiqua dos peptideos de
defesa nos organismos, nos tecidos e as diferentes localizagcdes celulares nas
plantas (Broekaert et al., 1997; Garcia-Olmedo et al., 1998; 2001; Zasloff, 2002).
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Os protocolos de preparo de extratos protéicos e de enriquecimento peptidico
foram desenvolvidos com sucesso, tendo sido definidas as etapas a seguir: Foram
preparados extratos soluveis brutos (ESB) e de parede celular bruto (EPB) das
plantas jovens em dois estadios de desenvolvimento (5 e 15 cm de altura) e de
folhas totalmente expandidas de berinjela da variedade “Florida Market”, que foram
submetidos a etapas de purificacdo por precipitagdo com sulfato de amoénio e
aquecimento seletivo. Apos didlise, liofilizagdo e ressuspensdo em agua Milli-Q,
foram obtidos os denominados extratos soluveis (ES) e extratos de parede celular
(EP), que foram separadamente submetidos a cromatografia de troca aniénica em
DEAE-Sepharose (Figura 3). Foram recuperados, para cada extrato, dois picos
cationicos, denominados PC1 e PC2, e um pico anidnico, designado PA, que tiveram
suas atividades antimicrobianas avaliadas contra as bactérias fitopatogénicas
Ralstonia. solanacearum, Gram-negativa, e Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Gram-positiva, nos trés estadios de desenvolvimento em estudo.
Todos os testes foram desenvolvidos em duplicata e os testes com os extratos das
folhas totalmente expandidas da berinjela foram feitos em duas concentragbes do
extrato protéico, sendo uma o dobro da outra para verificar o efeito da concentragao
de compostos sobre a inibigdo do crescimento das bactérias.

Diferentes formas peptidicas podem ser expressas em localizagbes celulares
e em etapas de crescimento diferenciados, o que justifica a prospecgdo de AMPs em
dois tipos de extrato, EP e ES, e em trés diferentes estadios de desenvolvimento.
Extratos de parede celular, especialmente, podem conter peptideos antimicrobianos
de interesse. As camadas celulares periféricas de oOrgdos ou tecidos vegetais
diversos, como sementes, flores, vagens, caules, raizes e folhas primordiais, podem
alocar peptideos de defesa, constitutivos e com expressdo orgao-especifica
(Broekaert et al., 1997). Essa expressao pode ser modulada por patdgenos que
alteram o nivel e, ou, a tecido-especificidade, especialmente em folhas (Garcia-
Olmedo et al., 1998; 2001). As caracteristicas das coberturas celulares vegetais
podem estar fortemente associadas a capacidade de evitar a infeccao de
fitopatdgenos, como em tomate, quando a limitagdo no movimento de Ralstonia

solanacearum nos tecidos primarios do xilema pareceu ser resultante do
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Figura 3- Perfis cromatograficos de troca anidnica em DEAE-Sepharose de ES (A, Be C) e
de EP (D, E e F) de plantas de berinjela da variedade “Florida Market” com 5 cm (A e D) e
15 cm (B e E) de altura e de folhas totalmente expandidas (C e F). As fragbes obtidas foram
designadas pools catiénicos 1 (PC1), 2 (PC2) e pool aniénico (PA). As setas indicam o inicio

da eluicdo em presenca de NaCl 1 M. As fragdes foram monitoradas a 280 nm.

fortalecimento da parede celular (Nakano, 2000).

Biomoléculas nédo protéicas e algumas proteinas foram removidas pela
precipitacgdo com sulfato de aménio a 35 % de saturagdo, enquanto que o
aquecimento a 80 °C por 15 minutos auxiliou na eliminagdo de proteinas de alta
massa molecular, favorecendo o enriquecimento dos extratos em peptideos.

As bactérias utilizadas nos testes de atividade antimicrobiana foram
escolhidas por representarem os dois grupos bacterianos com composicoes
diferentes das coberturas celulares, e como patdgenos de culturas comerciais

importantes, como as solanaceas, dentre elas o tomateiro. As percentagens de

29



inibicdo do crescimento das duas bactérias, relativas ao controle da cultura (auséncia
dos peptideos, zero % de inibicdo) foram calculadas para o tempo de 14 horas de
cultivo, para plantas jovens com 5 e 15 cm de altura e folhas totalmente expandidas
(Tabela 1), pois esse tempo representou, aproximadamente, o inicio (duas a quatro
horas) da estabilizacdo do crescimento das culturas para todas as amostras
analisadas.

As fragbes PC1, PC2 e PA obtidas de EP de plantas com 5 cm de altura
apresentaram maior capacidade de inibicdo do crescimento das bactérias quando
comparadas com plantas com 15 cm enquanto que fracdes de ES obtidas de plantas
maiores (15 cm de altura) apresentaram maior capacidade de inibicdo quando
comparadas com plantas de 5 cm (Tabela 1). ES de plantas com 5 cm de altura
apresentaram baixo poder inibitério, podendo promover o aumento do crescimento
bacteriano, quando comparadas com o controle. Esses resultados sugerem que
plantas mais jovens possivelmente expressam compostos inatos de defesa, como
AMPs de parede celular, para evitar a infecgdo por patdégenos, usando a defesa
externa as células. Essa observacéo esta de acordo com Nakano et al. (2000), que
relatam que a parede celular corresponde a localizacdo adequada para a expressao
de peptideos que atuam como moléculas de defesa primaria inata. Plantas com 15
cm podem estar expressando especialmente agentes intracelulares de defesa,
incluindo-se os AMPs. A semelhanca para extratos de folhas totalmente expandidas,
observou-se que as fragdes provenientes de ES apresentam maior capacidade
inibidora do que EP, especialmente avaliando-se as amostras com menor
concentragdo quando comparou-se o peso fresco de material vegetal.

Andlise por SDS-Tricina-PAGE (Judd, 1994) de trés fases revelado por
Coomassie Brilliant Blue (Almeida et al., 2006, ver em anexo 1) de fragbes de ES e
EP parcialmente purificados obtidas de folhas totalmente expandidas de berinjela,
evidenciaram a presencga de peptideos especialmente em PC2. Esse resultado esta
de acordo com as altas atividades antimicrobianas observadas para PC2 (Tabela 1).

A capacidade de inibicao bacteriana sugere ser dependente da concentragao

dos extratos de folhas totalmente expandidas avaliadas para ES e EP (Tabela 1).
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Tabela 1 - Atividades antimicrobianas relativas ao controle da cultura (100% de crescimento)
dos pools catibnicos (PC1 e PC2) e anibnico (PA) de extratos soluveis (ES) e de parede

celular (EP) de plantas jovens com 5 e 15 cm de altura, e de folhas totalmente expandidas

de berinjela da variedade “Florida Market"

Percentagem de Inibicdo do Crescimento Bacteriano para 14 Horas de Cultivo

(média + DP)

Ralstonia solanacearum

Plantas com

Plantas com

Folhas totalmente expandidas

Amostras 5 cm (1,259)* 15 cm (1,25g)* 0.75g* 1.5g*

ES PC1 -43,3+0,082* | 922+0,003 | 90,8+0,004 | 8520,000
ES PC2 0,75+ 0,012 86,2 + 0,001 100 + 0,003 100 + 0,001
ES PA 23,9 + 0,005 14,2 + 0,001 92,0 + 0,000 100 + 0,005
EP PC1 8,60 + 0,000 3,70+0,014 | 1,80+0,001 | 458+0,029
EP PC2 91,0 + 0,000 80,0+0,004 | 29,6+0,019 | 88,0+0,006
EP PA 14,2 + 0,005 0,75+0,007 | 69,0+0,006 | 73,4+0,018

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Plantas com

Plantas com

Folhas totalmente expandidas

Amostras | g o (1,259)¢ | 15 cm (1,25g)* 0.75g* 1.5g*%

ES PC1 477+0,019" | 535+0,028 | 74,2+0,008 | 60,4 +0,003
ES PC2 10,0+ 0,010 | 53,3+0,013 | 80,4+0,001 | 96,3+0,003
ES PA -20,3+ 0,006 | -1,50 + 0,018 | 78,2+ 0,001 | 80,4 +0,011
EP PC1 19,8+0,007 | 0,00+0,019 | 252+0,013 | 29,7+0,017
EP PC2 58,4 + 0,021 50,0 + 0,004 | 54,9+0,006 | 100<0,010
EP PA 18,8+0,019 | 510+0,021 | 54,9+0,005 | 47,8+0,008

* Para os ensaios com extratos de plantas jovens foram utilizados extratos obtidos de 1,25 g
de material vegetal e para folhas totalmente expandidas extratos obtidos de 0,75 ge 1,5 g de
material vegetal.

** O sinal negativo indica maior crescimento da cultura bacteriana quando comparada com o

controle da cultura.
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Diferentes moléculas presentes nesses extratos parcialmente purificados podem
estar promovendo efeitos ativadores e/ou inibidores do crescimento simultaneamente
Proteinas ou outras moléculas orgéanicas poderiam estar sendo utilizadas como
fontes de carbono, além da presenga de outros compostos que favorecem o
crescimento das bactérias.

A bactéria R. solanacearum mostrou-se mais susceptivel aos efeitos inibitérios
das fragcdes avaliadas do que a C. michiganensis subsp. michiganensis. A alta
atividade inibitéria observada para a R. solanacearum, especialmente por ES, é de
grande interesse pois apenas quatro das dez classes descritas de AMPs de plantas
inibem bactérias Gram-negativas (Garcia-Olmedo et al., 2001). Esses peptideos sao
incapazes de criar um sistema de auto-transporte via membranas das bactérias, e
devem apresentar mecanismos alternativos, como interacbes com receptores de
membranas, que deverao conferir especificidade a agao do peptideo (Tejada et al.,
1995).

Embora a literatura relate que folhas maduras sadias ndo sejam, em geral,
boas fontes de peptideos antimicrobianos constitutivos (Garcia-Olmedo et al., 1998;
2001, Zasloff, 2002), esse trabalho demonstrou que folhas totalmente expandidas de
berinjela possuem peptideos de defesa, com alta atividade inibitéria para as duas
bactérias testadas (Almeida et al., 2006, ver em anexo 1). Algumas variedades de
solanaceas, como berinjela, pimentdo e pimenta, sdo naturalmente tolerantes a
alguns fitopatdégenos relevantes, e a expressdo dos peptideos antimicrobianos
poderia representar uma defesa pré-existente e constitutiva, e ainda participar de
uma resposta induzida por infecgao (Garcia-Olmedo et al., 1998; 2001, Morassultti et
al., 2002).

Os fitopatdgenos testados atacam importantes culturas comerciais. O uso de
AMPs como principios ativos de defensivos agricolas pode representar uma forma
promissora de controle desses patdogenos e de outros de importancia comercial.
Sabe-se, ainda, que muitos AMPs podem atuar de forma sinergistica ou aditiva
(Giacometti et al., 2005) e peptideos diferentes presentes nas fragdes enriquecidas
poderiam atuar em conjunto com melhor capacidade inibitéria para o controle de

algumas doengas vegetais.
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[.3. Conclusdes

O protocolo de extragao de peptideos antimicrobianos de plantulas e de folhas
expandidas de berinjela foi ajustado com sucesso. Os resultados obtidos indicam a
presenca de atividade antimicrobiana nas fragdes enriquecidas e sugerem que
peptideos ou fragcdes peptidicas de folhas de berinjela apresentam potencial para
aplicacdo como agentes de defesa de plantas. Algumas fragdes inibiram totalmente
as culturas das bactérias R. solanacearum e C. michiganensis subsp. michiganensis,
resultado relevante frente ao objetivo de encontrar peptideos antimicrobianos de
amplo espectro de acdo, que atuem como moléculas-modelo para o desenvolvimento
de produtos naturais para o controle de doencgas vegetais.

A alta atividade inibitéria observada para a R. solanacearum, especialmente
por ES, é importante pois apenas quatro das dez classes descritas de peptideos
antimicrobianos de plantas inibem bactérias Gram-negativas (Garcia-Olmedo et al.,
2001).

Plantas jovens parecem apresentar alta defesa inata na forma de peptideos
expressos nas paredes celulares, enquanto que plantas em estadios mais avancados
de desenvolvimento ja podem estar desenvolvendo um sistema induzido de defesa,
com a expressao intracelular de agentes de defesa, incluindo-se os peptideos.

AMPs vém sendo descritos como possiveis agentes de defesa contra
fitopatdogenos, pois em geral apresentam baixa indugéo de resisténcia (Heinemann,
et al., 2000), baixa toxicidade para animais e poucos danos ambientais (Knight et al.,
1997; Gerhardson, 2002; Zasloff, 2002). A caracterizagao de peptideos com poder
inibitério do crescimento de patdgenos pode ser uma nova ferramenta no
desenvolvimento biotecnoldgico, por meio da produgao de plantas superexpressando

essas moléculas de defesa ou por sintese quimica das mesmas.
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Capitulo Il
Bioprospeccéao de peptideos antimicrobianos em folhas totalmente

expandidas de berinjela

[I.1. Introducéo

Os AMPs apresentam potencial consideravel para uma variedade de
aplicacdes terapéuticas para diferentes organismos (Aumelas et al., 1996). Uma das
principais vantagens na utilizacdo destes AMPs é que estes compostos, em geral,
parece nao promoverem indugao de resisténcia microbiana, o que ocorre com varios
medicamentos existentes. Apesar de ndo se conhecer claramente os mecanismos de
acgao, os peptideos tém mostrado expressiva atividade in vitro contra microrganismos
resistentes a antibiéticos convencionais. A resisténcia aos agrotoxicos, desenvolvida
pelos microrganismos fitopatogénicos de importancia agronémica, € considerado um
fator limitante na eficacia e na vida util das mais variadas estratégias de controle de
doencgas vegetais.

Nos ultimos anos, estima-se que perdas de alimento e de lucros dos produtos
pela acao de fitopatdégeno sejam de aproximadamente 20% do total mundial, mesmo
com o uso dos fungicidas comerciais disponiveis (Rommens e Kishore, 2000). Diante
destes dados, o uso de novas tecnologias para o desenvolvimento de drogas mais
eficazes constitui uma estratégia promissora no campo da biotecnologia agricola. A
busca por peptideos antimicrobianos estimula a prospec¢ao de novas classes de
moléculas naturais e/ou sintéticas, capazes de neutralizar ou de danificar o
patdégeno-alvo, inibindo assim o desenvolvimento da resisténcia (Heinemann et al.,
2000). O amplo espectro de agao e a nao-toxicidez para células de mamiferos de
alguns peptideos vegetais (Terras et al.,, 1992; 1993; 1995; Moreno et al., 1994;
Osborn et al.,, 1995) deixam os cientistas otimistas, pois sinalizam para o
desenvolvimento de bactérias ou plantas geneticamente modificadas que poderao
ser utilizadas como biorreatores para a produgdo de agentes antimicrobianos ou
antibiéticos em grande escala, visando o uso como defensivos agricolas naturais ou

agentes terapéuticos para animais.
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Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi a bioprospecgao de peptideos com
atividade antimicrobiana a partir de folhas totalmente expandidas de berinjela da
variedade “Florida Market”, visando identificar principios ativos para a produgao
futura de defensivos naturais contra fitopatégenos ou a transferéncia dos genes que
codificam esses peptideos para os tomateiros, produzindo plantas de tomate
resistentes e menos sujeitas a pulverizagdo com agentes de defesa quimicos, téxicos

aos animais e a natureza.

[I.2. Resultados e Discusséao

Considerando o uso de diferentes protocolos de purificagcdo, que deram
origem a fragdes e pools variados, o Protocolo Geral de Purificagdo do Peptideos
Antimicrobianos de Folhas de Berinjela, esta apresentado (Figura 4), visando auxiliar

no acompanhamento das etapas do trabalho.

[1.2.1. Purificacdo de ES em resina Q-Sepharose seguida por fase reversa C18-
HPLC

Novos extratos peptidicos foram preparados a partir de folhas totalmente
expandidas de berinjela da variedade “Florida Market”, conforme itens 3.3 e 3.4. A
proposta de purificacdo dos peptideos presentes nos extratos foi desenvolvida com
sucesso e consistiu do fracionamento com sulfato de amdnio e aquecimento seletivo,
conforme itens 3.5.1 e 3.5.2. Considerando que o extrato soluvel (ES) de folhas
maduras de berinjela apresentou atividade antimicrobiana e, assim, mostrou-se muito
promissor para a bioprospeccgao de peptideos antimicrobianos, ES foi utilizado como
material-fonte para purificar AMPs. EP foi reservado para trabalhos posteriores.

Apds a etapa de aquecimento, o ES foi ultrafiltrado e concentrado em
membranas de limite de exclusao de 1.000 Da, em equipamento de filtracdo positiva
do tipo AMICON/MILLIPORE. O material dessalinizado foi submetido a cromatografia
anibnica em coluna Q-Sepharose (Figura 5A), conforme item 3.5.3. Foram
recuperados trés pools catidnicos, denominados PC1, PC2 e PC3, e um pool

anidnico, denominado PA.
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Figura 4 - A) Protocolo geral de purificagdo do peptideos antimicrobianos de folhas

de berinjela. B) Ensaios biolégicos com os diversos pools obtidos em A.
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Fig;Era 5- (A) Perfil cromatografico de troca anibnica em Q-Sepharose de ES de folhas
totalmente expandidas de berinjela. A coluna foi equilibrada em tampéao Tris-HCI 25 mM, pH
7,0. As fragdes recuperadas foram designadas pools catiénicos 1 (PC1), 2 (PC2) e 3 (PC3) e
pool aniénico (PA). O PA foi separado por CM-Sepharose (B). A coluna foi equilibrada com
tampao MES 25 mM, pH 6,0. Foram recuperados um pool aniénico (PA) e um outro pool
aniénico (PA1). As proteinas foram eluidas com o tampao de equilibrio na presenca de NaCl

1 M (setas). Foram coletadas fragdes de 1 mL ao fluxo de 1 mL.min"".
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Os pools PA de diversas corridas foram reunidos e separados em coluna de
troca catidbnica CM-Sepharose, conforme item 3.5.3, visando separar compostos
protéicos anidnicos dos compostos fendlicos (Figura 5B), considerando a presenca
de grande quantidade de compostos fendlicos na fragao anidnica eluida da coluna e
0 nosso interesse em peptideos aniénicos.

Para isso, o material foi previamente dessalinizado por ultrafiltragdo em
membrana de 1.000 Da e entdo separado nessa coluna. Foram recuperados um pool
aniénico (PA) e uma fracdo denominada pool aniénico 1 (PA1), contendo as
proteinas com pl entre 6,0 e 7,0, eluidas na presenca de 1 M de NaCl. PA
apresentou coloracdo escura, caracteristica da presenca de compostos fendlicos,
indicando n&o ter ocorrido a separagcdo desejada. Assim, apenas a busca por
peptideos catidnicos foi realizada nesse trabalho.

Todos os pools obtidos, PC1, PC2, PC3, PA e PA1, e também o extrato
soluvel (ES, item 3.5.2) foram separadamente dessalinizados, concentrados e entao
utilizados para desenvolver testes de atividade antimicrobiana em microplacas contra
as bactérias R. solanacearum (Figura 6A) e C. michiganensis subsp. michiganensis
(Figura 6B). Todos os pools foram testados em duas concentragdes,
correspondentes a 0,75 g e 1,5 g de peso fresco de folhas utilizadas na extragao.

Com o objetivo de avaliar o potencial inibitério das diferentes fragbes, as
percentagens de inibicdo do crescimento das duas bactérias, relativas ao controle da
cultura (auséncia dos peptideos, com zero % de inibicdo) foram comparadas entre as
fracbes analisadas para o tempo de 16 horas de cultivo (Figura 7). Esse tempo de
cultivo representou, aproximadamente, o inicio da estabilizagdo do crescimento das
culturas para todas as amostras analisadas. Resultados de percentagem de inibigao
negativos (Figura 7) indicam maior crescimento dessas culturas quando comparadas
com o controle. Considerando que a leitura dos ensaios é feita em leitor em que ha
necessidade de a placa ser rapidamente aberta, longos tempos de ensaio foram
evitados a fim de ndo comprometer os resultados por contaminagao das culturas.

As percentagens de inibicdo demonstraram diferentes capacidades inibitérias

das fragdes enriquecidas em peptideos. Para a bactéria R. solanacearum (Figura
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Figura 6- Atividade antimicrobiana dos pools catidnicos (PC1, PC2 e PC3), aniénico (PA) e
aniénico 1 (PA1) obtidos do extrato soluvel (ES) de folhas totalmente expandidas de berinjela
da variedade “Florida Market” contra as bactérias Ralstonia solanacearum (A) e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (B), avaliando-se as absorvancias a 560 nm em leitor
de microplacas. O controle da cultura correspondeu ao cultivo da bactéria em auséncia dos
extratos peptidicos. O controle do meio correspondeu ao meio de cultivo na auséncia da
bactéria e dos extratos. Os pools foram avaliados em duas concentragdes, sendo uma o
dobro da outra.
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Figura 7- Percentagem de inibicdo do crescimento de Ralstonia solanacearum (A) e de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (B) pelos pools catiénicos (PC1, PC2 e
PC3), anibnico (PA) e anidnico 1 (PA1) obtidos do extrato soluvel (ES) de folhas totalmente
expandidas de berinjela da variedade “Florida Market”. As percentagens de inibicdo dos
pools sobre o crescimento foram avaliadas em relagdo ao controle da cultura (cultivo na
auséncia de fragbes peptidicas, zero % de inibicao, dados nao apresentados). O controle do
meio de cultura correspondeu ao meio nao inoculado (100 % de inibicdo, dados nao

apresentados).

7A), observa-se uma inibicdo do crescimento ocasionada pelos PC1, PC2 e PA nas
concentragbes mais altas avaliadas. Para as menores concentragdes avaliadas de

PC1, PC2 e PA, e para PC3 e PA1, observou-se ativacdo no crescimento. Além
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disso, € possivel notar que ES possui uma alta atividade antibacteriana para essa
bactéria (37 % de inibicdo do crescimento), mas compostos ativadores e inibidores
do crescimento devem estar ali presentes. Para C. michiganensis subsp.
michiganensis (Figura 7B) observou-se que, na presenga do ES, houve um
crescimento superior aquele obtido na auséncia do extrato. Entretanto, na presenca
apenas da fragao PC1, houve inib¢do do crescimento de cerca de 23 % e 28 % nas
concentragdes equivalentes a 0,75 g e 1,5 g de folhas extraidas, respectivamente.
Resultado semelhante foi observado para o pool PA na maior concentragdo. Esse
resultado sugere que PC1 e PA podem estar enriquecidos em compostos
antimicrobianos, que estao também presentes em ES. Outros compostos ativadores
do crescimento, presentes em ES, alteram o resultado n&o permitindo a percepgao
de compostos inibidores possivelmente presentes em ES. PC1 se mostrou o pool
mais efetivo no controle do crescimento de ambas as bactérias, tal atividade pode
ser em fungcdo de um maior enriquecimento pelos compostos peptidicos
antimicrobianos.

Com esses resultados, PC1 pode ser considerada a fragcao peptidica de maior
interesse, ja que mostrou-se enriquecida em compostos antibacterianos para as duas
bactérias-teste avaliadas. As inibicdes se mostraram dependentes da concentragao
dos compostos inibidores presentes nas fragdes. Extratos que mostraram atividade
antimicrobiana foram mais efetivos em concentragdes mais elevadas.

Visando avaliar a presenca de peptideos na fracdo com atividade
antimicrobiana, PC1 foi entdo analisado por SDS-Tricina-PAGE de trés fases,
revelado por Coomassie Brilliant Blue (Figura 8).

Ao lado de proteinas de massa molecular elevada, observou-se a presenca de
peptideos com massa molecular abaixo de 6.500 Da, que podem corresponder a
peptideos antimicrobianos. Salienta-se que esse trabalho foi desenvolvido com
material vegetal ndo submetido a condigdo de estresse e, assim, as formas
peptidicas porventura presentes sdo constitutivas, e sdo em geral expressas em
baixa concentragdo nos organismos. Dessa forma, considerando que os peptideos
antimicrobianos estdo presentes em muito baixas concentragbes nos tecidos

vegetais (Broekaert et al., 1997; Garcia-Olmedo et al., 1998; 2001), a metodologia de
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Figura 8 - SDS-Tricina-PAGE de trés fases do pico catidnico 1 (PC1) de extrato soluvel (ES)
de folhas totalmente expandidas de berinjela da variedade “Florida Market, apds troca
aniénica em Q-Sepharose. O gel foi revelado por Coomassie Brilliant Blue. As amostras
foram: MM: padrdo de massa molecular de ampla faixa, 5 uL; Pool catibnicos 1 (PC1)
obtidos de ES.

enriquecimento dessas moléculas foi satisfatoria para as folhas totalmente
expandidas de berinjela da variedade em estudo, possibilitando visualizar peptideos
no gel revelado com Coomassie Brilliant Blue (Figura 8), que é uma coloragédo de
baixa sensibilidade (Patton, 2002).

Assim, o PC1 de ES, enriquecido com peptideos basicos, obtido da
cromatografia de troca anibnica, foi liofilizado e utilizado como amostra para as
cromatografias de fase reversa em HPLC utilizando-se a coluna C45 (C18-RP-HPLC)
que tem o objetivo identificar diferentes fragdes peptidicas presentes no PC1 (Figura
9). Foram coletados picos protéicos/peptidicos. Alguns picos mais promissores,
indicados por setas na Figura 9, eluidos nessa regido, foram liofilizados e
ressuspendidos em 50 pyL de TFA 0,1% e aplicados, via loop, em um espectrémetro
de massa tipo Electron-spray, (conforme item 3.9), tendo sido possivel identificar as

massas moleculares de 3.703,43 para o pico 18 e 4.139,23 para o pico 24, que estao
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Figura 9 - Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC do pool catiénico 1 (PC1),
obtido da cromatografia de troca anidnica em Q-Sepharose do extrato soluvel (ES) de folhas
totalmente expandidas da variedade de berinjela “Florida Market”. A coluna foi equilibrada
em 15,0% do solvente B e as proteinas eluidas em um gradiente continuo de acetonitrila (15
a 60 %), a um fluxo de 1,0 mL.min"". Solvente A: TFA 0,1% (v/v); solvente B: 0,1% de TFA e
acetonitrila 80% (v/v). Os picos indicados por setas (18 e 24) foram analisados por
espectrometria de massa. A separacao foi monitorada pelos valores de A214 (linha superior)
e A280 (linha inferior).

na regiao peptidica de interesse. (2 a 9 kDa) (Figura 10). Acredita-se tratar de
peptideos, possivelmente com atividade antimicrobiana, entretanto serdo
necessarias novas analises para confirmagéo. Para os outros picos dessa regido, as
analises por espectrometria de massa sé permitiu identificar compostos com massas
moleculares muito baixas (em torno de 800 Da), indicando poder ter havido
degradacgao ou perda de peptideos da amostra em alguma etapa da purificagdo ou
realmente corresponderem a compostos de baixas massas moleculares. Em
algumas amostras, houve a presenga de muitos interferentes que acompanhavam os

picos protéicos (Figura 10).
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Figura 10 - Espectrometria de massa do pico 18 (A) e 24 (B), eluidos em 28 e 32,8 % de
acetonitrila, respectivamente, na cromatografia de fase reversa (Figura 8) do pool catiénico 1
(PC1) da cromatografia de troca anidnica em Q-Sepharose do extrato soluvel (ES) de folhas

totalmente expandidas da variedade de berinjela “Florida Market”.

Os peptideos catidnicos, descritos na literatura, em geral, tém cerca de 50%
dos residuos aminoacidicos apolares, e sao eluidos em concentragcoes de acetonitrila
entre 20 e 40% (v/v) (Terras et al., 1992; Almeida et al., 2000; Carvalho et al., 2001;
Fogaga et al, 2004). No perfil de eluigao (Figura 9), tal regido corresponde ao tempo
de eluicdo entre 20 e 57 min.

Esses materiais serdo novamente submetidos a C18-RP-HPLC ou C4-RP-
HPLC para purificacdo e novas analises por espectrometria de massa serao feitas na
busca por peptideos isolados. Assim estes resultados permitiram selecionar PC1
para a bioprospeccgao de peptideos com alta atividade antibacteriana (Figuras 6 e 7)
levando-se em consideracdo ainda a presenga de peptideos com massas
moleculares inferior a 6.500 Da quando analisado por SDS-Tricina-PAGE nesta

fracéo (Figura 8).
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[1.2.2. Purificagcao por Sephadex G-10 seguida por C18-RP-HPLC

Novos extratos peptidicos foram preparados a partir de folhas totalmente
expandidas de berinjela da variedade “Florida Market”, conforme itens 3.3 e 3.4. Foi
realizada a purificacdo parcial dos peptideos presentes nos extratos por
fracionamento com sulfato de aménio e aquecimento seletivo, conforme itens 3.5.1 e
3.5.2, obtendo-se ES e EP.

ES e EP foram submetidos a cromatografia de exclusdo molecular em coluna
com resina Sephadex-G10, na tentativa de uma separagao ocorrer simultaneamente
a uma dessalinizagcdo. Apds a primeira cromatografia do material proveniente do
extrato soluvel, obteve-se a separagcdo em uma primeira regiao que correspondeu ao
pool 1 (fragdes 40 a 98) (Figura 11A) e as fragbes da segunda regiao foram reunidas
e recromatografadas, sob as mesmas condi¢des. A segunda cromatografia
apresentou uma melhor separagao, possibilitando a formagéao de mais trés pools, os
pools 2 (fragdes 31 a 68), 3 (69 a 154) e 4 (155 a 222) (Figura 11B). EP também foi
submetido a cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-10 (Figura 12). As
fragbes obtidas foram reunidas nos pools 1 (fragdes 46 a 70), 2 (71 a 114), 3 (154 a
196) e 4 (206 a 330).

Os oito pools recuperados, quatro para ES e quatro para EP, foram
ultrafiltrados utilizando membrana de 1000 Da para assegurar que todas as fragbes
estivessem dessalinizadas. Esse material foi entdo submetido a testes de atividade
antimicrobiana contra as bactérias fitopatogénicas R. solanacearum (Figura 13) e C.
michiganensis subsp. michiganensis em microplacas (Figura 14). Todos os pools
foram testados em duas concentragdes diferentes, correspondentes a 0,75 e 1,5 g de
peso fresco de material vegetal extraido.

As percentagens de inibicdo do crescimento das duas bactérias, relativas ao
controle da cultura (auséncia dos peptideos, zero % de inibigdo) foram calculadas

para o tempo de 16 horas de cultivo (Figuras 15 e 16).
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Figura 11 - Perfil cromatografico da separagdo do Extrato de Soluvel (ES) de folhas
totalmente expandidas, de berinjela da variedade “Florida Market” em uma coluna
Sephadex-G10. Foi recuperado o pool 1 (fragées 40 A 98) na primeira cromatografia (A) e as
fracbes de 96 a 206 foram reunidas e reaplicadas na mesma coluna, sob as mesmas
condigbes anteriores. Essa recromatografia forneceu os pools 2 (fragdes 31 a 68), 3 (far¢cdes
69 a 154) e 4 (fracdes 155 a 222) (B). As separagdes foram desenvolvidas usando tampao
Tris-HCI 5 mM pH 7,0, ao fluxo de 1,0 mL.min"'. Foram coletadas fragcdes de 1,3 mL em

microtubos, que foram avaliadas a 280 e 214 nm.
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Figura 12 - Perfil cromatografico da separacao de Extrato de Parede Celular (EP) de folhas
totalmente expandidas de berinjela da variedade “Florida Market” em uma coluna Sephadex-
G10. As fragbes foram reunidas em quatro pools. A separagcado foi desenvolvida usando
tampao Tris-HCI 5 mM pH 7,0, ao fluxo de 1,0 mL.min™". Foram coletadas fragbes de 1,3 mL
em microtubos, que foram avaliados a 280 e 214 nm e constituiram os pools 1 (fragbes 46 a

70), 2 (fracoes 71 a 114), 3 (fracbes 154 a 196) e 4 (fragdes 206 a 330).
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Figura 13 - Atividade antimicrobiana dos pools (P1, P2, P3 e P4) do extrato soluvel celular

(ES) (A) e do extrato de parede celular (EP) (B) de folhas totalmente expandidas de berinjela

da variedade “Florida Market”, apds cromatografia em Sephadex G-10, contra a bactéria R.

solanacearum, avaliando-se as absorvancias a 560 nm em leitor de microplacas. O controle

da cultura correspondeu ao cultivo da bactéria em auséncia dos extratos peptidicos. O

controle do meio correspondeu ao meio de cultivo na auséncia da bactéria e dos extratos. Os

pools foram avaliados em duas concentragdes, sendo uma o dobro da outra.
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Clavibater michiganensis subsp. michiganensis A
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Figura 14 - Atividade antimicrobiana dos pools (P1, P2, P3 e P4) do extrato soluvel (ES) (A)
e do extrato de parede celular (EP) (B) de folhas totalmente expandidas de berinjela da
variedade “Florida Market”, apds cromatografia em Sephadex G-10 contra a bactéria C.
michiganensis subsp. michiganensis avaliando-se as absorvancias a 560 nm em leitor de
microplacas. O controle da cultura correspondeu ao cultivo da bactéria em auséncia dos
extratos peptidicos. O controle do meio correspondeu ao meio de cultivo na auséncia da

bactéria e dos extratos. Os pools foram avaliados em duas concentragdes, sendo uma o

dobro da outra.
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Ralstonia solanacearum A
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Figura 15- Percentagem de inibicdo dos pools (P1, P2, P3 e P4) do extrato soluvel (ES) (A)
e do extrato de parede celular (EP) (B) de folhas totalmente expandidas de berinjela da
variedade “Florida Market” apdés cromatografia em Sephadex G-10 contra a bactéria
R.solanacearum. As percentagens de inibicdo dos pools foram avaliadas em relagdao ao
controle da cultura (cultivo na auséncia de fragdes peptidicas, zero % de inibigao, dados nao
apresentados). O controle do meio de cultura correspondeu ao meio nao inoculado (100 %
de inibicdo, dados nao apresentados). As barras indicam o desvio padrdo mostrando apenas

o limite superior.
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis A
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Figura 16- Percentagem de inibicao dos pools (P1, P2, P3 e P4) do extrato soluvel (ES) (A)
e do extrato de parede celular (EP) (B) de folhas totalmente expandidas de berinjela da
variedade “Florida Market” apés cromatografia em Sephadex G-10 contra a bactéria C.
michiganensis subsp. michiganensis. As percentagens de inibigdo dos pools foram avaliadas
em relagdo ao controle da cultura (cultivo na auséncia de fragdes peptidicas, zero % de
inibicdo, dados nao apresentados). O controle do meio de cultura correspondeu ao meio nao
inoculado (100 % de inibigdo, dados néo apresentados). As barras indicam o desvio padrao

mostrando apenas o limite superior.

Os diferentes pools mostraram grau de inibicdo variavel para as bactérias
testadas. De modo geral, R. solanacearum mostrou-se mais susceptivel aos efeitos

dos inibitérios de ambos os extratos, para os pools avaliados. Tanto para ES quanto
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para EP, o pool 1 mostrou-se mais efetivo na inibicdo do crescimento de ambas as
bactérias, em geral para a maior concentragéo utilizada, atingindo mais de 60 % de
inibicdo para ES pool 1 2X. Para os pools 2, 3 e 4, no geral, a atividade inibitoria foi
observada, porém houve maior inibicdo dos crescimentos bacterianos para as
menores concentragdes utilizadas (1X), quando comparados com a maior (2X).
Sabe-se que essas fracbes sdo extratos parcialmente purificados, de forma que
podem possuir tanto compostos inibidores quanto compostos ativadores, que
poderiam fornecer por exemplo carbono ou agentes ativadores do crescimento, e
assim favorecer a multiplicacdo das bactérias. Além disso, a presenca de hormbnios
e/ou fatores de crescimento vegetais podem também ser responsaveis pelo
crescimento bacteriano. Assim, ensaios com maior concentracdo desses extratos
estdo mais enriquecidos desses compostos, podendo assim haver um
mascaramento do efeito inibitério de moléculas antimicrobianas presentes nos
extratos. Nao foi possivel observar uma correlagdo clara e direta entre a
concentracdo do extrato e a inibicdo do crescimento das bactérias. O pool 3
proveniente de EP mostrou-se efetivo no controle de R. solanacearum, mas pouco
efetivo contra C. michiganensis subsp. michiganensis, sugerindo que podem
apresentar graus variados de inibicao para as diferentes bactérias. Assim, EP pool 1
foi mais efetivo no controle da bactéria Gram-negativa do que da Gram-positiva
avaliada. Essa maior especificidade por determinada classe de patogeno ja foi
descrita para peptideos caracterizados de diferentes fontes (Hancock, 2001; Reddy
et al., 2004).

As fragdes coletadas da cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex
G-10 de ES obtido de folhas totalmente expandidas de berinjela da variedade
“Florida Market” (Figura 11A) foram concentradas e submetidas a eletroforese por
SDS-Tricina-PAGE de trés fases, revelado por Coomassie Brilliant Blue para
identificar quais fragdes estdo enriquecidas em peptideos. A avaliagdo da regiao

entre as fragdes 52 a 180 (Figura 17) permitiu observar que a fracdo 52 parece estar
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Figura 17 - SDS-Tricina-PAGE de trés fases de extrato soluvel (ES) apds cromatografia de
exclusdao molecular em Sephadex G-10 das folhas totalmente expandidas de berinjela da
variedade “Florida Market”. O gel foi revelado por Coomassie Brilliant Blue. As amostras
foram: BM: padrdo de massa molecular de baixa faixa (estdo indicadas as massas), 5 pL;
MM: padrao de massa molecular de ampla faixa, 5 uL; Fragdes 52, 66, 98, 118, 128, 156,
168 e 180.

enriquecida em peptideos com massas moleculares inferiores a 6.000 Da. Uma
possivel explicagdo para que moléculas de baixa massa molecular estejam sendo
eluidas no inicio da cromatografia de exclusdo molecular seria a possivel
ocorrénciade aglomeracao dos peptideos, associagao que so seria desfeita quando
eles fossem submetidos as condicbes desnaturantes da eletroforese. Deve-se
lembrar que, de acordo com a literatura, muitos peptideos antimicrobianos
apresentam 50 % de residuos hidrofébicos (Hancock et al., 2000), e que a etapa de
aquecimento seletivo pode ter favorecido a exposicdo desses residuos e a
associacao das moléculas.

Tendo sido a fragdo 52 totalmente utilizada no gel, as fragbes 51 e 53 foram
reunidas, concentradas e aplicadas em cromatografias de fase reversa, utilizando-se
a coluna Cg (C18-RP-HPLC) (Figura 18). Os picos eluidos em concentragdes entre
20 e 40 % de acetonitrila, compativeis com a eluigdo de peptideos antimicrobianos ja

descritos, foram analisados por espectrometria de massa. Na Figura 17 estao

53



0,60,

-100.00
050, 9000
80.00

] 14 :
0407 A : ~70.00
] 214 9 l -

11

v

-60.00

AU

-50.00
: | .15 :,
0.20] A g 1 ;40'00

] o= l -30.00
0.101 .’ 2000
] 10.00

o.o&ﬁ :
; 0,00

T I B e s e e L S B L S B B T A R
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00
Minutes

% Composition

Figura 18 — Cromatografia de fase reversa em coluna C18-HPLC das fracbes 51 e 53
obtidas de extrato soluvel (ES) apds cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-
10 das folhas totalmente expandidas de berinjela da variedade “Florida Market”. A coluna foi
equilibrada em 15 % do solvente B e as proteinas eluidas em um gradiente descontinuo de
acetonitrila (15 a 60 %), a um fluxo de 1,0 mL.min™". Solvente A: TFA 0,1 % (v/v); solvente B:
TFA 0,1 % (v/v) e acetonitrila 80 % (v/v). Os picos indicados por setas (9, 11, 13, 14 e 15)
foram analisados por espectrometria de massa e foi identificada a presenga de moléculas
com baixa massa molecular. A separagcdo foi monitorada pelos valores de A,y (linha

superior) e Augp (linha inferior).

indicados por setas aqueleles picos em que foram identificadas massas moleculares
na regiao peptidica.

Do material proveniente do pico 9, obteve-se uma massa molecular de
3.705,81 Da (Figura 19). Nesse material foi possivel observar padrbes isotopicos
muito nitidos (Figura 19 B) e pouco ruido foi observado. Esse material foi submetido
a sequenciamento pelo método de degradagcdo de Edman automatizado. A
sequéncia obtida com 22 residuos aminoacidos foi VNXEEHXLRGaTVHQaQPLATa
mas a determinacao dos residuos para as posi¢coes 1, 10 e 17 ndo foram evidentes.

O residuo indicado por X pode ser Cys e o indicado por “a” ndo pode ser identificado
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Figura 19 - A) Espectrometria de massa do pico 9 eluido em 29,6 % de acetonitrila na
cromatografia de fase reversa (Figura 18) das fragcdes 51 e 53 obtidas de extrato soluvel (ES)
ap6s cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-10 das folhas totalmente
expandidas da variedade de berinjela “Florida Market”. B) A regido em que foi identificada a

molécula com trés ionizagdes foi expandida, evidenciando o padrao isotépico encontrado

pois ocorreu um erro no equipamento de modo geral. Dessa forma, seréo
necessarias novas analises para confirmar a sequéncia obtida.

Nos picos 11, 13 e 15, também foram identificadas moléculas com massas
moleculares baixas (Figura 20). As massas moleculares detectadas foram: para o
pico 11, 5.440,76 e 5.463,14, 1.573,48 e 1.397 Da; para o pico 13, 5.496,90 e
4.140,59 Da; para o pico 15: 4.389 e 3.924 Da. Esses materiais estdo reservados
para a realizacdo de novas etapas de purificacdo e analises de sequenciamento de
aminoacidos no peptideo, visando identificar similaridade de seqiéncia com

peptideos antimicrobianos ja descritos na literatura.
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Figura 20 - Espectrometria de massa dos picos 11 (A), 13 (B) e 15 (C) eluidos em 32, 33,6 e
39,2 % de acetonitrila, respectivamente, na cromatografia de fase reversa (Figura 18) das
fracbes 51 e 53 obtidas de extrato soluvel (ES) apds cromatografia de exclusdo molecular
em Sephadex G-10 das folhas totalmente expandidas de berinjela da variedade “Florida
Market”.

O pico 14, quando submetido a analise por espectrometria de massa,
apresentou moléculas com massa molecular de 4.156,06 e 4.179,21 Da (Figura 21).
Nesse material os padrdes isotopicos formados também estavam muito nitidos
(Figura 21B). Esse pico sera novamente separado por C18-RP-HPLC para entédo ser

submetido a sequénciamento.
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Figura 21 - Espectrometria de massa do pico 14 eluido em 35,2 % de acetonitrila na
H

cromatografia de fase reversa (Figura 18) das fragcdes 51 e 53 obtidas de extrato soluvel (ES)

ap6s cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-10 das folhas totalmente

expandidas de berinjela da variedade “Florida Market”. Em B, a regido em que foi identificada

a molécula com trés ionizagdes foi expandida, evidenciando o padrao isotépico encontrado.
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[1.3. Conclusdes

Os protocolos de extracao e purificagdo permitiram a separacao de peptideos
com atividade antimicrobiana, embora algumas fragées necessitem ainda de melhor
separacgao. Esses testes de atividade contra bactérias fitopatogénicas mostraram que
o pool catidnico 1 (PC1) proveniente de ES de folhas totalmente expandidas de
berinjela parece concentrar compostos com caracteristicas antimicrobianas. Esse
pool inibiu parcialmente (até 60 %) o crescimento das bactérias fitopatogénicas
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Gram-positiva) e Ralstonia
solanacearum (Gram-negativa). A inibicdo foi dependente de concentragéao,
entretanto nao foi possivel identificar se ha correlagao direta entre a concentracéo do
agente e a capacidade inibidora, pois a possivel presenga de compostos ativadores
do crescimento bacteriano interfere com o efeito antimicrobiano observado. A
presenca de peptideos ficou evidenciada em varias fracbes analisadas, tanto pela
visualizagdo em SDS-Tricina-PAGE quanto pela analise por espectrometria de
massa. Apenas uma sequéncia peptidica parcial foi identificada até o momento, por
questbes de factibilidade e uso de equipamentos fora da UFV. Outras fracbes
contendo peptideos terdo sua purificacdo refinada e as moléculas serdo
sequenciadas.

Os pools provenientes do material de ES e EP, apds submetidas a
cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-10, mostraram inibigao
variavel para as bactérias testadas. De modo geral, R. solanacearum mostrou-se
mais susceptivel aos efeitos dos extratos, sendo que o pool 1 de ES, na maior
concentracao testada, provocou uma inibicdo do seu crescimento superior a 60%.

Nao foi possivel observar uma correlacdo clara entre a concentracdo do
extrato e a inibicdo do crescimento das bactérias, mas vale ressaltar que esse
extratos sao parcialmente purificados, de forma que podem possuir tanto compostos
inibidores quanto compostos ativadores do crescimento bacteriano que podem
fornecer por exemplo carbono, e assim favorecer o crescimento das bactérias. Além
disso, a presencga de hormdnios de crescimento vegetais poderiam estar favorecendo

0 crescimento bacteriano.
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FracbOes desse extrato foram analisadas por espectrometria de massa e foram
identificados dez valores de massas moleculares peptidicas, que estdo na regido de
interesse (2 a 9 kDa). Obteve-se uma sequéncia aminoacidica até o momento a
partir desse material, mas essa necessita ser confirmada.

Peptideos antimicrobianos identificados serdo caracterizados com o objetivo
de serem utilizados como principios ativos no desenvolvimento de defensivos
naturais para culturas afetadas por patogenos de dificil controle, e ainda utilizados
como agentes antimicrobianos para animais nas industrias farmacéuticas e
veterinaria. Esses compostos, ou parte deles, poderdao ser sintetizados
artificialmente, com base nas estruturas peptidicas identificadas a partir de

compostos naturais, e esses ndo devem ser degradaveis pelos microrganismos.
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Capitulo llI
Aplicacao biotecnoldgica agropecuaria dos extratos peptidicos

[ll.1. Introducéo

A reducéio da produtividade em uma lavoura pode ser ocasionada por diversos
fatores. A ocorréncia de doencas fungicas, bacterianas, viréticas e nematoses € uma
das principais causas, podendo levar a perda total de uma cultura devido a danos
causados tanto na parte aérea quanto no sistema radicular das plantas (Motoyama et
al., 2003).

A murcha bacteriana é uma das doencas de origem bacteriana mais
importantes no mundo, afetando varias espécies de plantas pertencentes a mais de
44 familias botanicas (Hayward, 1991), entre as quais, a familia das solanaceas ¢é a
mais severamente afetada, sofrendo grandes perdas econdmicas em culturas como
batata, tomate e fumo. A murcha bacteriana € amplamente distribuida em todos os
grandes continentes, ocorrendo na maioria das regides tropicais, subtropicais e
quentes temperadas (Hayward, 1994).

Ralstonia solanacearum €& um patégeno que causa infecgdo vascular e
murcha. O aparecimento da murcha, inicialmente nas folhas superiores, ocorre
dentro de poucos dias nas plantas infectadas, em condigbes favoraveis a doenca
(Akiew e Trevorrow, 1994). As sec¢des longitudinais do caule de plantas infectadas
apresentam fluxo bacteriano caracterizado por exsudacdo de pus (Ferreira e
Salgado, 1995; Agrios, 1997). As plantas infectadas que sobrevivem a murcha
bacteriana apresentam nanismo, amarelecimento das folhas murchas e, as vezes,
estrias escuras s&o formadas ao longo do caule e peciolos (Goto, 1992). Entretanto,
a expressao dos sintomas varia com o hospedeiro e com as condicbes ambientais.

O estabelecimento de medidas de controle da murcha bacteriana é dificil
devido a complexidade de sobrevivéncia no solo e ao largo circulo de hospedeiros da
bactéria, principalmente quando as condi¢des ambientais sao favoraveis a doenca
(Takatsu e Lopes, 1997; Lopes e Reifschneider, 1999).

O prejuizo mundial para a agricultura causado por nematdéides foi estimado

recentemente ser de 125 bilhdes de dolares por ano (Chitwood, 2003), sendo os
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nematoides do género Meloidogyne, também conhecidos como nematdides das
galhas, considerados os mais prejudiciais a agricultura pois causam uma perda
estimada em 100 bilhées de ddlares por ano (Oka et al., 2000). Tais perdas refletem
em prejuizos para o produtor e em um consequente aumento de prego para o
consumidor (Freitas et al., 2001).

O controle de nematdides € muito complexo. O controle por meio de
resisténcia genética, embora desejavel, é limitado pela escassez de cultivares
resistentes e pela quebra de resisténcia em temperaturas de solo superiores a 28°C
(Dropkin, 1969), o que pode acontecer freqientemente em nosso tipo de clima. A
rotacdo de cultura para o nematoides das galhas é praticamente impossivel devido a
ampla gama de hospedeiros que as principais espécies de Meloidogyne possuem. O
controle quimico propicia uma protecdo temporaria e sua adog¢ao continua pode
acarretar o surgimento de patdgenos resistentes aos produtos utilizados (Ghini e
Kimati, 2000). Além disso, houve uma proibicao total ou permissdo ao uso restrito da
maioria dos nematicidas devido aos danos causados por eles tanto ao homem
quanto ao meio ambiente (Zuckerman e Esnard, 1994; Nico et al., 2004).

Tais efeitos tém estimulado a busca por formas alternativas de controle de
doencas de plantas (Nakasone et al., 1999). O controle alternativo de doengas pode
ser realizado através do controle biolégico e da indugéo de resisténcia pela utilizagdo
de moléculas ou substéancias elicitoras, podendo ser de origem abidtica ou bidtica.
Dentre estas ultimas, pode-se citar o uso de extratos vegetais e de 6leos essenciais
(Stangarlin et al., 1999; Motoyama et al., 2003).

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade de extratos
enriquecidos em peptideos obtidos de folhas de berinjela da variedade “Florida
Market” contra Ralstonia solanacearum infectando tomateiros e contra o

fitonematdide Meloidogyne incognita em ensaio realizado in vitro.
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[1l.2. Resultados e Discusséo
Na Figura 22 estdo esquematizados as diferentes fragcdes peptidicas
parcialmente purificadas de folhas de berinjela que foram utilizadas nos testes de

atividade antimicrobiana para auxiliar no acompanhamento das etapas do trabalho.

[11.2.1. Avaliagdo da inativagcdo ou morte de juvenis de nematoides por extratos
peptidicos de folhas de berinjela.

Depois de realizada nova extragcao de peptideos a partir de folhas totalmente
expandidas de berinjela da variedade “Florida Market”, os extratos soluveis brutos
(ESB) e de parede celular bruto (EPB) foram submetidos sequencialmente a
purificagcao por precipitagdo com sulfato de amdnio e aquecimento seletivo, conforme
itens 3.5.1 e 3.5.2. A seguir, os extratos foram ultrafitrados em membrana de 1000
Da, concentrados e ressuspendidos em agua ultrapura, obtendo-se os denominados
extratos soluveis (ES) e extratos de parede celular (EP).

O material dessalinizado foi submetido a cromatografia anidbnica em coluna Q-
Sepharose (Figura 5A), conforme item 3.5.3. Foram obtidos trés pools catiénicos,
denominados PC1, PC2 e PC3 e um pool aniénico, denominado PA. Todos os pools
foram submetidos a testes de atividade antimicrobiana contra R. solanacearum
(Figura 6A) e C. michiganensis subsp. michiganensis (Figura 6B). Esses testes de
atividade contra bactérias fitopatogénicas, descritos no item 3.7.1, mostraram que o
PC1 parece concentrar compostos com caracteristicas antimicrobianas.

Dessa forma, foi feito um ensaio para avaliar se PC1 possui também alguma
atividade contra fitonematoides. Para isso, foram usadas trés concentragdes de PC1,
referentes a 1 g, 2 g e 3 g de folhas frescas usadas para o preparo do extrato,
conforme itens 3.3, 3.4, 3.5.1 e 3.5.2. As fragdes foram concentradas a 1 mL e
incubadas em placas de Petri juntamente com, aproximadamente, 200 juvenis de
Meloidogyne incognita. O controle correspondeu a adigdo de 1 mL de agua em
placas contendo os juvenis. Foi feita a contagem em 24 e 48 horas ap6s a montagem
do experimento, e entdo os juvenis foram lavados, finalmente incubados por mais 24

horas e, finalmente, contados. A contagem final teve o objetivo de avaliar se o efeito
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Figura 22 - Fluxograma indicando os diferentes pools utilizados nos testes de atividade

antimicrobiana.

do extrato é nematostatico, atuando na paralisagcdo do movimento dos juvenis, ou se
€ nematicida, que provoca a morte dos fitonematoides.

A contagem em 72 horas indicou a nao recuperagdo do movimento dos
juvenis mesmo depois de retirado o agente inibidor (Figura 23), sugerindo um efeito
nematicida e ndo nematostatico. Esse resultado é de alta relevancia, considerando
ser o seu controle tarefa de dificil realizagao (Campos, 1992) e os grandes prejuizos
causados na agricultura por esses fitoparasitas, envolvendo queda na produgéo total
e na qualidade do produto colhido. Varios autores (Noling e Becker, 1994,
Zuckerman e Esnard, 1994; Nico et al., 2004) apontaram a necessidade do
desenvolvimento de métodos alternativos de controle de nematdides podendo esse
extrato ser, futuramente, utilizado com essa finalidade. Deve-se salientar que esta
fracao foi anteriormente apontada como enriquecida em peptideos, que poderiam
corresponder a principios ativos para o desenvolvimento de agentes de defesa

naturais.
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Figura 23 - Percentagem de mortalidade de nematdides tratados com o pool catiénico (PC1)
obtido do extrato soluvel (ES) de folhas totalmente expandidas de berinjela da variedade
“Florida Market”, em trés concentracoes diferentes (1, 2 e 3 g de folhas frescas). A
percentagem de mortalidade foi calculada com base na relagdo [(numero de juvenis
imoéveis/(nimero de juvenis iméveis+juvenis méveis)] x 100. O numero de juvenis foi avaliado
em 24 e 48 horas apdés a montagem do experimento e, depois de lavados, os nematoides
foram incubados por 24 horas e recontados (72 horas a partir da montagem do experimento).
O controle correspondeu a auséncia do extrato peptidico, que foi substituido por agua. As

barras indicam o desvio padréo.

A presenca da fragao enriquecida em peptideos causa um efeito na relagao de
juvenis imoveis, dependente da concentragdo do agente antimicrobiano de forma
que, com o0 aumento da concentragdo do pool PC1, a percentagem de mortalidade
aumenta (Figura 23).

Nematoides apenas em agua (0 g) apresentaram perda de movimento,
possivelmente por envelhecimento dos nematdides, entretanto, o efeito do produto

sobre os nematdides esta evidenciado claramente quando observa-se que a
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mortalidade cresce acentuadamente com o aumento da concentragdo da fracao

enriquecida dentro de um mesmo periodo de tempo.
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[11.2.2. Avaliacao da atividade antimicrobiana in vivo dos extratos de folhas de
berinjela

A separacédo de ES ou de EP em Sephadex G-10 gerou quatro pools,
denominados pools 1, 2, 3 e 4 (itens 3.3, 3.4, 3.5.1, 3.5.2, e 3.5.4). Parte desse
material foi utilizada para avaliar a atividade antimicrobiana desses extratos in vitro
(tem 3.7.1) e in vivo utilizando plantas de tomate. Os quatro pools, tanto para ES
quanto para EP, foram ultrafiltrados utilizando membrana de 1000 Da, para
assegurar que todas as fragbes estivessem dessalinizadas. Esse material foi
inicialmente submetido a teste de atividade antimicrobiana in vitro contra as bactérias
fitopatogénicas Ralstonia solanacearum (Figura 13) e Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis em microplacas (Figura 14), e os resultados mostraram-se, em
sua maioria, promissores para a bioprospeccao de peptideos antimicrobianos. Dessa
forma, a atividade antimicrobiana desses materiais foi avaliada em um teste in vivo,
utilizando-se tomateiros infectados por R. solanacearum. As mudas de tomateiro do
cultivar Santa Clara tiveram suas raizes lavadas e imersas nos extratos de folhas de
berinjela, tendo sido a seguir transplantadas para copos preenchidos com areia
saturada com a suspensao bacteriana (item 3.8). Foram feitos controles prévios nos
quais agua substituiu o material vegetal, que foram submetidos a todas as etapas de
extragcdo e purificagdo, visando testar se compostos presentes nessas etapas
pudessem ser téxicos para as plantas (Figura 24). Foram coletadas as fragbes que
foram agrupadas em pools de forma correspondente ao que foi feito com as
amostras do material vegetal (Figuras 11 e 12). As fragdes correspondentes ao
branco do pool 1 proveniente de EP levou a morte das plantas, o que também
ocorreu quando testou-se a fracdo peptidica correspondente a EP pool 1 indicando
que nesse pool ha alguma substancia, proveniente das etapas de
extragao/purificacdo que é toxica para os tomateiros. Para os outros brancos, nao
observou-se efeito algum, e o numero de plantas com sintomas dos controles foi
muito proximo ao numero de plantas apenas infectadas com bactéria indicando nao
existir toxicidade para os tomateiros. Depois de incubadas em cémara de
crescimento a 27 °C, as plantas foram avaliadas diariamente quanto a presenca ou

auséncia de murcha bacteriana, principal sintoma da infecgdo por R. solanacearum
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Figura 24 — Curvas de progresso da doenca para os brancos de ES e EP apds
cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-10, nos quais agua substituiu o
material vegetal. Esses brancos foram submetidos a todas as etapas de extragdo e
purificacdo. Foram feitos brancos para os quatro pools de ES: pool 1 (A), 2 (B), 3 (C) e 4 (D).
O mesmo foi feito para os pools de EP: pool 2 (E), 3 (F) e 4 (G). O pool 1 proveniente de EP
foi toxico para as plantas, levando-as a morte antes mesmo de haver infecgao por Ralstonia
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solanacearum. Nas legendas das Figuras: B, bactéria e P, pool ensaiado.

67




Progresso da doencga A

% de plantas com
sintoma
[¢)]
o

10
0 s . 5 = =
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias ap6s inoculacao
—&— Testemunha (-B,-P) —— ES Pool1 (-B,+P)
—A— Bactéria (+B,-P) —e— ES Pool1 + bactéria (+B+P)
Progresso da doenca B

100
« i
g 90
9o 80
c
‘% 70
g 60 -
(&) 50 A
§ 40 -
E 30
o
v 20
©
L 10

0 -—m— : ; ‘ :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias ap6s inoculacéao

‘ —A— Bactéria(+B,-P) —@— ES Pool 2 + Bactéria(+B,+P) —&— ES Pool 2(-B,+P)

Figura 25 - Curvas de progresso da doenga para os pools de ES apds cromatografia de
exclusao molecular em Sephadex G-10. Foram feitos testes para os quatro pools de ES: pool
1 (A) e 2 (B) acompanhando seu efeito sobre a infecgdo dos tomateiros por Ralstonia
solanacearum. Foram feitos controles em que haviam plantas apenas infectadas pela
bactéria sem receber nenhum tratamento (+B,-P), plantas tratadas e nao infectadas (-B,+P) e

plantas nao tratadas e nao infectadas (-B,-P).
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Figura 26 - Curvas de progresso da doenga para os pools de ES apds cromatografia de
exclusao molecular em Sephadex G-10. Foram feitos testes para os quatro pools de ES: pool
3 (A) e 4 (B) acompanhando seu efeito sobre a infeccdo dos tomateiros por Ralstonia
solanacearum. Foram feitos controles em que haviam plantas apenas infectadas pela
bactéria sem receber nenhum tratamento (+B,-P), plantas tratadas e nao infectadas (-B,+P) e

plantas nao tratadas e nao infectadas (-B,-P).
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Figura 27 - Curvas de progresso da doenga para os pools de EP apds cromatografia de
exclusdao molecular em Sephadex G-10. Foram feitos testes para os pools de EP: pool 2 (A)
e 3 (B) acompanhando seu efeito sobre a infeccdo dos tomateiros por Ralstonia
solanacearum. Foram feitos controles em que haviam plantas apenas infectadas pela
bactéria sem receber nenhum tratamento (+B,-P), plantas que receberam tratamento e nao
foram infectadas (-B,+P) e plantas que ndo receberam tratamento e ndo foram infectadas

(B,-P).
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Figura 28 - Curvas de progresso da doenga para o pool de EP apds cromatografia de
exclusdo molecular em Sephadex G-10. Foram feitos testes para o pool 4 de EP:
acompanhando seu efeito sobre a infeccdo dos tomateiros por Ralstonia solanacearum.
Foram feitos controles em que haviam plantas apenas infectadas pela bactéria sem receber
nenhum tratamento (+B,-P), plantas que receberam tratamento e ndo foram infectadas (-
B,+P) e plantas que nado receberam tratamento e ndo foram infectadas (-B,-P). O pool 1
proveniente de EP foi toxico para as plantas, levando-as a morte antes mesmo de haver

infeccao por R. solanacearum por isso os dados nao estao apresentados.

(Figuras 25, 26, 27 e 28).

Os extratos mostraram diferentes efeitos sobre os tomateiros infectados pela
bactéria. Os melhores resultados de inibicado pelos extratos aos 10 dias de
tratamento foram observados para EP pool 2, com 41 % de inibicdo em relagéo a
testemunha, seguida por EP pool 3, com 31 % e ES pool 4 com 27 % de inibi¢do. Os
pools 1, 2 e 3 proveniente de ES, e o pool 4 proveniente de EP, aparentemente,

retardaram a infeccao das plantas.
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E possivel observar ainda que alguns extratos controlam melhor a infecgdo
em determinado periodo que outro. Para melhor visualizagdo desses resultados foi
calculada a area abaixo da curva de progresso da doenga (AUDPC), segundo
Campbell e Madden (1990). Foram calculadas as areas abaixo da curva nos
periodos de 5, 7 e 10 dias apds a inoculacdo (Tabela 2). Os resultados estao
apresentados em percentagem em relagcdo as curvas para o controle em que as
plantas foram infectadas, mas n&o tratadas com nenhum extrato (+B,-P).
Considerou-se que a infecgdo dos controles foi de 100 % no determinado periodo
observadoe foi feita entdo a relacdo para as plantas infectadas e tratadas com os
extratos.

Os extratos ES pool 1, EP pool 2 e EP pool 3 aos cinco dias e EP pool 2 aos
dez dias, possuem alguma substancia que provoca a murcha dos tomateiros em um

numero superior ao controle das plantas infectadas e nao tratadas.

Tabela 2 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AUDPC), em percentagem, nos
periodos de 5, 7, 10 dias ap0s a inoculacdo, para os pools testados. A area do controle em
que as plantas foram infectadas por Ralstonia solanacearum, mas nao foram tratadas (+B,-

P) foi considerada como 100 %.

Area abaixo da curva de progresso da doenca

(AUDPC)
Extratos testados Dias ap6s a inoculagao
0 a 5 dias 0 a 7 dias 0 a 10 dias
ES Pool 1 400,0 954 80,7
ES Pool 2 4,0 38,5 77,0
ES Pool 3 4.0 30,8 95,9
ES Pool 4 36,8 59,4 73,2
EP Pool 2 650 1954 66,4
EP Pool 3 500 100,0 69,6
EP Pool 4 28,0 65,4 93,5

[11.3. Conclusdes
No experimento de inativacdo/morte dos fitonematoides, o extrato testado,

mostrou um efeito nematicida o que €& muito relevante ja que o controle dos
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fitonematodides €, de modo geral, tarefa de dificil realizacdo e os prejuizos causados
na agricultura por esse fitoparasitos, envolvendo queda na produgédo total e na
qualidade do produto colhido.

O experimento feito utilizando tomateiros infectados por Ralstonia
solanacearum também mostrou resultados relevantes ja que alguns extratos como o
extrato EP pool 2, por exemplo, conferiu as plantas uma alta resisténcia ao patdégeno.
Estudos mais detalhados devem ser realizados para o conhecimento da composigao

de cada produto e o nivel de toxicidade a seres humanos e ao meio ambiente.
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Conclusdes Gerais
O protocolo de extragcdo de peptideos antimicrobianos de plantulas e de
folhas expandidas de berinjela foi ajustado com sucesso. Os resultados obtidos
indicam a presenca de atividade antimicrobiana nas fragdes enriquecidas e sugerem
que peptideos ou fragcdes peptidicas de folhas de berinjela apresentam potencial
para aplicagdo como agentes de defesa de plantas.

Embora a literatura relate que folhas maduras sadias ndo sejam, em geral,
boas fontes de peptideos antimicrobianos constitutivos (Garcia-Olmedo et al., 1998;
2001, Zasloff, 2002), esse trabalho demonstrou, entretanto, que folhas totalmente
expandidas de berinjela possuem peptideos de defesa, com alta atividade
antibacteriana, para as duas bactérias testadas, e atividade nematicida contra
Meloidogyne incognita. Algumas variedades de solanaceas, como berinjela,
pimentdo e pimenta, sdo naturalmente tolerantes a alguns fitopatdégenos relevantes,
e a expressao dos peptideos antimicrobianos poderia representar uma defesa pré-
existente e constitutiva, e ainda participar de uma resposta induzida por infecgao
(Garcia-Olmedo et al., 1998; 2001, Morassutti et al., 2002).

Nao foi possivel observar uma correlacdo clara entre a concentragdao do
extrato e a inibicdo do crescimento das bactérias. Entretanto, vale reassaltar que
esse extratos sao parcialmente purificados, de forma que podem possuir tanto
compostos inibidores quanto compostos ativadores do crescimento bacteriano que
podem fornecer por exemplo carbono, e assim favorecer o crescimento das
bactérias.

Os protocolos de purificagdo permitiram a separagao de peptideos com
atividade antimicrobiana, embora algumas fragbes necessitem de melhor separagéao.
Os resultados obtidos até o momento indicaram a presenca de peptideos com
massas moleculares de 3.703,43 para o pico 18 e 4.139,23 para o pico 24
proveniente de ES PC1 e massas de 5.440,76 Da e 5.463,14 Da, 1.573,48 Da e
1.397 Da para o pico 11; 5.496,90 Da e 4.140,59 Da para o pico 13; 4.389 Da e
3.924 Da; para o pico 15 e 4156,06 e 4.179,21 para o pico 14, provevientes da
analise das fragées 51 e 53 de ES pool 1 obtido da cromatografia em Sephadex G-

10. Esses valores de massa molecular estao na regido de interesse (2 a 9 kDa).
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O mecanismo de defesa por peptideos apresenta-se vantajoso aos
organismos, pois, em fungdo do seu tamanho pequeno, podem ser eficientemente
sintetizados de modo rapido, econdmico e flexivel (Broekaert et al., 1997; Garcia-
Olmedo et al., 1998). Além disso, muitos apresentam baixa toxicidade para animais e
poucos danos ambientais (Gerhardson, 2002; Knight et al., 1997; Zasloff, 2002). Eles
poderiam representar uma nova estratégia no desenvolvimento biotecnologico,
neutralizando ou inibindo patdogenos sem induzir resisténcia (Heinemann et al.,
2000), por meio da produgédo de plantas que superexpressam essas moléculas de

defesa ou por sintese quimica das mesmas.
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ABSTRACT

Almeida, H.O.; Teixeira, F.R.; Romeiro, R.S.; Silva, D.J.H.; Pereira, P.R.G.; Fontes,
E.P.B.; Baracat-Pereira, M.C. Antimicrobial activity of peptide extracts of eggplant
leaves in the inhibition of Ralstonia solanacearum and Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis growth. Summa Phytopathologica, v. ,n. , p. - , 200 _.

Natural compounds, such as antimicrobial peptides, have been potentially considered as
sources of defense agents against commercially relevant phytopathogens. This work
aimed to obtain peptide-enriched fractions from eggplant leaf protein extracts in order to
evaluate their antimicrobial activities against two phytopathogenic bacteria. The
resulting cationic pools, PC1 and PC2, and the anionic PA pool from leaf soluble (ES)
and cell wall (EP) extracts were analyzed in two concentrations. For ES and EP, growth

inhibition of Ralstonia solanacearum and Clavibacter michiganensis subsp.
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michiganensis was higher than 60%, being PC2-2X (higher evaluated concentration)
fraction the most effective. These results suggest that eggplant leaf extracts contain
peptides with potential use as plant defense agents.
Additional Keywords: Antimicrobial peptide, solanaceous, plant defense.
RESUMO
Almeida, H.O.; Teixeira, F.R.; Romeiro, R.S.; Silva, D.J.H.; Pereira, P.R.G.; Fontes,
E.P.B.; Baracat-Pereira, M.C. Atividade antimicrobiana de extratos peptidicos de folhas
de berinjela na inibicdoe do crescimento de Ralstonia solanacearum e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis. Summa Phytopathologica, v. ,n._, p._- , 200 _.
Compostos naturais, incluindo-se peptidios antimicrobianos, vém se destacando como
fontes de agentes de defesa contra fitopatdgenos de importancia comercial. Esse
trabalho visou obter fragdes peptidicas a partir de extratos de folhas de berinjela e
avaliar as atividades antimicrobianas contra duas bactérias fitopatogénicas. Os pools
peptidicos catidnicos, PC1 e PC2 e o anidnico PA obtidos de extratos soltvel (ES) e de
parede celular (EP) foram analisados em duas concentragdes. Para ES e EP, obteve-se
inibicdo do crescimento da Ralstonia solanacearum e da Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis superior a 60%, sendo PC2-2X (maior concentragdo avaliada) a
mais efetiva. Os resultados sugerem que extratos de folhas de berinjela apresentam
peptidios com potencial aplicacdo como agentes de defesa de plantas.
Palavras-chave adicionais: Peptidio antimicrobiano, solanéceas, defesa de plantas.
INTRODUCAO

Os peptidios antimicrobianos (AMPs) sdo importantes componentes da defesa

inata de plantas e de outros organismos, e sua acdo corresponde a uma estratégia de

defesa antiga, econdbmica e com amplo espectro de acdo antimicrobiana (2, 5). No
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agronegocio, pesquisas visam obter novos defensivos agricolas contendo tais compostos
(7), ja que podem apresentar atividades contra bactérias, fungos, virus e/ou protozoarios
e atuam em baixas concentragfes com baixa toxicidade e baixo impacto ambiental (2).
Os AMPs poderiam contribuir para o controle da murcha e do cancro bacterianos (3, 4).
O presente trabalho visou avaliar fracfes peptidicas de extratos soltvel (ES) e de parede
celular (EP) de folhas de berinjela quanto a atividade contra fitopatdgenos, e identificar
principios ativos para a producdo de defensivos agricolas naturais para uso comercial.
Plantas de berinjela (Solanum melongena, var. Florida Market, Dpto. Fitotecnia,
UFV) foram cultivadas em sistema hidroponico e as folhas totalmente expandidas (18 g)
foram coletadas e maceradas (1:4, p:v) com Tris-HCI 100 mM pH 7, EDTA, PMSF,
benzamidina e tiouréia (9). Apo6s centrifugacdo, o sobrenadante foi reservado, o
precipitado lavado (&gua, 3 vezes), centrifugado, e os sobrenadantes misturados com o
reservado anteriormente, sendo a amostra denominada extrato soltvel bruto (ESB). O
precipitado foi ressuspendido em LiCl 1,5 M (1:2,5, p:v), EDTA, PMSF, benzamidina e
tiouréia. O homogenato foi agitado, centrifugado e o sobrenadante denominado extrato
de parede celular bruto (EPB). As centrifugagGes foram a 20.300 g por 30 min a 4°C.
ESB e EPB foram separadamente fracionados com sulfato de amoénio (35% sat.),
centrifugados, aquecidos (80°C, 15 min) e centrifugados. Os sobrenadantes ES e EP,
respectivamente, foram dialisados (1.000 Da) e cromatografados por troca anidnica
(CTA) (DEAE-Sepharose, GE), em equipamento FPLC (BioRad). A coluna (15 mL) foi
equilibrada em Tris-HCI 25 mM, pH 7,0, e as amostras fracionadas a 1,0 mL/min, na
solucdo de equilibrio, na auséncia (obter a fracdo catidnica) e na presenca (obter a
fracdo anidnica) de NaCl 1 M. Dois pools cationicos (PC1 e PC2) e um anionico (PA)

foram obtidos, dialisados e concentrados a 270 pL. Parte de cada pool (89%) foi
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utilizada para testes antimicrobianos em microplacas e parte (11%) para a separacao por
SDS-Tricina-PAGE, em mini-gel de trés fases (6). As bactérias Ralstonia solanacearum
e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Depto. Fitopatologia, UFV) foram
cultivadas em meio LB liquido, a 28 °C. Os testes foram desenvolvidos em duplicata e
em duas concentragdes (1X e 2X, 7,4% e 14,8%, respectivamente) de PC1, PC2 ou PA.

FracGes parcialmente purificadas de ES e EP apresentaram bandas peptidicas
(Figura 1) e atividade antimicrobiana (Tabela 1). Nossos resultados mostraram que
folhas totalmente expandidas de berinjela possuem peptidios constitutivos com alta
atividade antimicrobiana, ao contrario do sugerido por Broekaert et al. (1), que
relataram que folhas maduras sadias, em geral, ndo séo boas fontes desses compostos.

PC1-2X, PC1-1X e PA-1X, originadas de ES, inibiram o crescimento de R.
solanacearum acima de 85%, enquanto que PC2-1X; PC2-2X e PA-2X promoveram
inibicdo total (Tabela 1). As mesmas amostras promoveram inibi¢des superiores a 60%
para C. michiganensis subsp. michiganensis (Tabela 1). A maior inibi¢do foi observada
nas maiores concentracdes de PC2 e PA, tanto para amostras de ES quanto de EP,
indicando que a inibi¢do foi dependente da concentracdo dos componentes da mistura,
caracteristica comum a agentes de defesa comerciais (7). Sugere-se que esses extratos
tém potencial para a bioprospecgdo de agentes de defesa naturais, sendo PC2 a fracéo
mais promissora. Os resultados evidenciaram ainda que PA (de ES ou EP) apresentou
atividade antimicrobiana (Tabela 1), porém bandas peptidicas ndo foram observadas em
gel (Figura 1). Peptidios anidnicos podem ser membros da defesa inata de plantas (8).

O perfil eletroforético de PC1, PC2 e PA de ES e EP indicou que a metodologia
de enriquecimento dessas moléculas foi satisfatoria, e permitiu a visualizacdo de bandas

peptidicas (Figura 1). No geral, os AMPs estdo presentes em baixas concentragcdes nos
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tecidos vegetais (1, 2). Ainda assim, foi possivel observar bandas peptidicas em PC2 de
ES e de EP (Figura 1), que séo os pools com as maiores atividades antimicrobianas.

Algumas fragOes inibiram totalmente as culturas das duas bactérias analisadas,
uma Gram-positiva e outra Gram-positiva, 0 que é relevante frente ao objetivo de se
encontrar AMPs com amplo espectro de acdo antimicrobiana, que atuem como
moléculas-modelo para desenvolver produtos de defesa naturais. A alta atividade
inibitéria observada para R. solanacearum é de grande valia pois apenas quatro das dez
classes descritas de AMPs de plantas inibem bactérias Gram-negativas (4).

Algumas variedades das solanaceas berinjela, pimentdo e pimenta sdo mais
resistentes a Ralstonia solanacearum. A expressao dos AMPs poderia explicar esse fato,
por meio de uma defesa pré-existente e constitutiva, ou ainda de uma resposta induzida
(2). Como vantagem dessa forma de defesa, observa-se que os AMPs, em funcéo do seu
tamanho pequeno, podem ser eficientemente sintetizados de modo rapido e econdémico
(1, 2) e poderiam representar uma nova estratégia na identificacdo de principios ativos
para o desenvolvimento de novas classes de defensivos para a agroindustria.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana contra Ralstonia solanacearum e Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis de extratos (ES e EP) de folhas de berinjela

totalmente expandidas, apds fracionamento por cromatografia de troca idnica.

Extrato Fracao Ralstonia Clavibacter
parcialmente solanacearum michiganensis subsp.
purificada michiganensis
Percentagem média de inibi¢do* + DP

Controle da cultura 0,0 £0.034 0,0 £ 0.000
Extrato Controle do meio 100,0 + 0.010 100,0 + 0.025
Soluvel PC1-1X 90,5+ 0,004 76,8 £ 0,008
(ES) PC1-2X 85,3 + 0,000 59,8 + 0,003
PC2-1X 100,0 + 0,003 81,0 £ 0,001
PC2-2X 100,0 + 0,001 96,5 + 0,003
PA-1X 92,9 + 0,000 80,4 £ 0,001
PA-2X 100,0 + 0,005 93,9+0,011
Controle da cultura 0,0+ 0.034 0,0 £ 0.000
Extrato de | Controle do meio 100,0 + 0.010 100,0 + 0.025
Parede PC1-1X 0,0 £0,001 37,910,013
Celular | pc1-2X 29,5+ 0,029 26,0+ 0,017
(EP)  [pc2-1X 10,4 + 0,019 73,3+ 0,006
PC2-2X 88,5 £ 0,006 100,0 + 0,010
PA-1X 64,6 + 0,006 59,5 + 0,005
PA-2X 82,0+ 0,018 65,9 + 0,008

* Os testes foram desenvolvidos em microplacas com capacidade para 96 amostras,
avaliando-se os valores de absorvancia a 560 nm (Asgo) apos 21 h de cultivo. Para cada
ensaio, foram adicionados 50 uL de meio LB concentrado duas vezes (2X), 10 uL da
suspensdo bacteriana (Asgo = 1,0-1,2) e 40 uL da fracdo peptidica a ser testada
(amostras) ou de agua ultrapura (controle da cultura). O controle do meio de cultivo

consistiu de 50 uL de meio LB 2X e 50 uL de &gua ultrapura.
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Figura 1. — Eletroforese em gel desnaturante de trés fases, em presenca de Tricina
(SDS-Tricina-PAGE), dos pools catiénicos (PC1 e PC2) e anidnico (PA) dos extratos de
parede celular (EP) e soltvel (ES) de folhas de berinjela totalmente expandidas. O gel
de trés fases (separagdo, 16,5% T e 3,0% C, pH 8,9; intermediario, 9,9% T e 3,0% C,
pH 8,9; concentracdo, 5,12% T e 2,6% C, pH 6,8), foi desenvolvido com tampéao do
catodo contendo Tris-base 0,1 M, Tricina 0,1 M e SDS 0,1 % (pH 8,25), e do anodo
contendo Tris-base 0,2 M (pH 8,9). As amostras foram: QTP, 3 ug de
quimotripsinogénio (25.000 Da); MM, padrdo de massa molecular de ampla faixa
(BioRad), 5 pL; e PC1, PC2 ou PA de EP ou de ES, 12,5 uL ap0s didlise, liofilizacdo e
ressuspensdo em 270 uL de agua ultrapura. O gel foi revelado com Coomassie Brilliant

Blue. As setas indicam a presenca de peptidios em PC2 de EP e em PC1 e PC2 de ES.

99



Anexo 2

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brazil.

Peptide-Fraction Inhibiting Plant-Pathogen Growth Predominated in
Cell-Wall Extracts from Young Plants or in Soluble-Cell Fraction from
Expanded-Leaves from Eggplants

H.O. Almeidal?, E.C. Mattos'?; M.O. Barbosa'?; Teixeira, F.R.%?; R.S. Romeiro®;
E.P.B. Fontes'; Baracat-Pereira, M.C.%2,

Author addresses: 'Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, 2BIOAGRO,
Universidade Federal de Vicosa, 36,570-000 Vicosa, MG, Brazil; *Departamento de
Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, 36,570-000 Vicosa, MG, Brazil
(*correspondence to M.C. Baracat-Pereira. E-mail: baracat@ufv.br)

(With 1 Figure and 1 Table)

Received __, 2006; accepted , 200 _.

Keywords: Antimicrobial peptides; solanaceous; Ralstonia solanacearum; Clavibacter
michiganensis ssp. michiganensis; plant defense, eggplant.

Corresponding address:

Maria Cristina Baracat-Pereira

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular — UFV
36,570-000 Vicosa, MG, Brazil

Phone number: +55 (31) 3899-2919

Fax number: +55 (31) 3899-2864

E-mail: baracat@ufv.br

Additional author:

Elizabeth Pacheco Batista Fontes

E-mail: bbfontes@ufv.br

100



Abstract

Some varieties of eggplant are little susceptible to some plant-pathogens, and
antimicrobial peptides (AMPs) could be part of this innate defense mechanism. This
work aimed to evaluate the in vitro antimicrobial activity of cationic and anionic
peptide-enriched fractions from cell-wall extracts (CWE) and soluble extracts (SE) from
young plants (with 5- and 15-cm-height) and from fully expanded leaves of eggplant
against Ralstonia solanacearum and Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis
growth. The results indicated that the highest inhibition level of both bacterium growths
was obtained with CWE from 5-cm-plants, while SE promoted the highest inhibition
rate when 15-cm-height plants or fully-expanded leaves were analyzed. These results
suggest that young plants exhibit an innate defense mechanism, very likely involving
cell-wall-AMPs action to minimize antimicrobial invasion of plant tissues, while

expanded leaves could produce soluble defense molecules in plant tissues.

Introduction

Antimicrobial peptides (AMPs) have been considered as potential therapeutic agents
with actions against many pathogens as bacteria, virus and fungi, and anti-cancer or
wound-cure actions (Hancock et al., 2003). Biotechnologically, plant-AMPs are thought
to be promising model-molecules for the development of commercial agricultural
defense compounds or antimicrobial agents to be used in the pharmaceutical or the
veterinary industries. Ten classes of AMPs were described in plants (Garcia-Olmedo et
al., 1998; 2001), exhibiting common characteristics as cationic, cistein-rich and organ-
specific molecules, besides the high content of hydrophobic amino acid residues (up to
50 %) (Hancock et al., 1998; 2002). Very likely, they participate in the constitutive pre-

existing defense, and also in the induced response to infections (Garcia-Olmedo et al.,

101



1998; 2001). The goal of this work was to evaluate the in vitro antimicrobial action of
peptide extracts of young plants (5 and 15-cm-height) and of fully-expanded leaves
from eggplant against the phytopathogenic bacteria Ralstonia solanacearum and

Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis.

Materials and Methods

Plant and micro-organisms

Plant and micro-organism origin, cultivation and maintenance were according to
Almeida et al. (2006). Whole-plants with 5-cm and 15-cm, and fully-expanded leaves
(60 days-plants) of eggplant (Solanum melongena, cultivar Florida Market) were used
as peptide sources. Ralstonia solanacearum and Clavibacter michiganensis ssp.
michiganensis were used as plant-pathogenic bacteria in the antimicrobial assays.
Peptide extraction and partial purification

Cell wall extract (CWE) and soluble extract (SE) (Almeida et al., 2006) were obtained
from frozen whole-plants or leaves, that were powdered and macerated (1:4, g:ml) with
100 mM Tris-HCI pH 7, 10 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1 mM
benzamidine, 1 mM phenylmethylsulfonil fluoride (PMSF) and 2 mM thiourea. After
centrifugathion (20,300 x g, 4°C, 30min, BECKMAN), the supernatant was saved, the
precipitated was washed twice with water, and the resulting supernatants were
combined with the saved one, and hereafter named SE. The precipitate was resuspended
(1:2.5, g:ml) in 1.5 M LiCl, 10 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidine and 2
mM thiourea, the mixture was stirred (2 h, 4°C), centrifuged and the supernatant was
referred to as CWE. CWE and SE from each source (5-cm, 15-cm plants or leaves) were
fractionated with 35% saturated ammonium sulfate (2 h, 4°C), centrifuged and the

resulting supernatant was heated (80°C, 15 min) and centrifuged. Supernatants were
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dialysed (1000 Da; Sigma, St Louis, MO, USA) against 5 mM Tris-HCI pH 7.0,
concentrated and fractionated by ion-exchange chromatography (IEC), in FPLC, Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) on a 8 ml DEAE-Sepharose (Amersham/GE, Piscataway, NJ,
USA) column equilibrated with 25 mM Tris-HCI pH 7.0, at 1.0 ml/min, in absence or
presence of 1 M NaCl in the equilibrium buffer (1 ml fractions). Peptides were
monitored at Azgo. Two cationic (CF) and one anionic (AF) peptide-enriched fractions
were pooled, dialysed, lyophilized and assayed for antimicrobial activity against the two
mentioned plant-pathogenic bacteria.

Peptide antimicrobial assays

The inhibitory activity of peptide-containing fractions was evaluated according to
Teixeira et al. (2006), against R. solanacearum and C. michiganensis ssp. michiganensis
by using 96-well plates. The assays consisted of 50 uL of liquid LB medium (double
strength), 10 uL of the bacterial cell suspension (Asgo = 1.2) from liquid LB culture
medium (grown at 28°C) and e 40 pL of the peptide-enriched fraction (test) or water
(culture-control). Only sterile culture medium was used as medium-control. The plates
were incubated at 28°C and growth was monitored at Asgo. Tests were carried out in two
replicates. Inhibition rate was determined by comparing Asg values from growth in the

presence and absence of peptide fractions.

Results and Discussion

CWE and SE were individually separated in two cationic and one anionic fractions after
IEC on a DEAE-Sepharose column (Fig. 1). All anionic or cationic-CWE fractions
obtained from 5-cm-whole-plants presented the highest growth inhibition rate for both
bacteria when compared with 15-cm-plants, whereas the highest antimicrobial activity

of anionic and cationic-SE were observed from 15-cm-plants fractions when compared
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with 5-cm, except for SE AF. Actually, SE from 5-cm-plant seems to be able to
activate bacterial growth, if compared with culture-control. These results suggest that
the young plant probably expresses innate defense compounds in the cell-wall, like
AMPs, as a way to avoid pathogens invasion, by using the out-cell defense strategy.
Fifteen-cm plants probably are producing intracellular molecules as defense, including
AMPs. These results corroborate previous data by Nakano et al. 2000, which observed
that the cell-walls are the best place to accommodate AMPs with action as the innate-
first-defense mechanism of the plant. For leaf extracts, in general, SE presented higher
antimicrobial activity than CWE.

For fully-expanded leaves, a Coomassie Brilliant Blue-stained three-phase SDS-
Tricine-PAGE (Judd, 1994) showed the presence of peptide in CWE-CF2 and in SE-
CF1 and SE-CF2 (Almeida et al., 2006). These previous results are consistent with the
high antimicrobial activities observed for these fractions (Table 1).

When extracts from fully-expanded leaves were evaluated, it was observed that
the potential for bacterial inhibition seemed to be dependent on the extract
concentrations, although in not a linear dependence (Table 1). Different molecules
present in those partially purified extracts might promote simultaneously activation and
inhibition of bacterial growth. In fact, proteins, peptides and other organic molecules
could be acting like carbon sources or bacterial growth elicitors.

In general, the evaluated fractions were more effective in inhibition of Ralstonia
solanacearum growth, as compared to C. michiganensis ssp. michiganensis growth.
This result may be biotechnologically relevant since just four among ten classes of plant
AMPs are able to inhibit Gram-negative bacterial growth (Garcia-Olmedo et al., 2001).

These peptides are unable to create an auto-transport system across bacterial
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membranes, and should introduce alternative mechanisms, like interactions with
membranes receivers (Tejada et al., 1995).

The chosen bacteria for the antimicrobial test are important plant-pathogens, and act
damaging plant commercial cultures. The identifications of AMPs as a potential
compound to develop agricultural defensives can represent a promising strategy for
control of these pathogenic micro-organisms. Given that AMPs can act synergistically
or additively (Giacometti et al., 2005), different peptides could act together to enhance
their inhibitory capacity for the control of some plant diseases.

In general, AMPs have been considered as potential molecules for plant defense since
they introduce low resistance induction (Heinemann, et al., 2000), low toxicity for
animals and few environmental damages (Knight et al., 1997; Gerhardson, 2002;
Zasloff, 2002). Therefore, the CWE-CF2, SE-CF1 and SE-CF2 fractions from leaves or
SE-CF1 and SE-CF2 fractions from 15-cm-plants or the CWE-CF2 fraction from 5-cm-
plants could be successfully exploited to formulate an agricultural defense compound.
The characterization of peptides with pathogenic inhibitory activity points out to the
development of new biotechnology tools, such as the production of bioreactors (plants
or bacteria) overexpressing these defense molecules, or the production of synthetic

peptides.
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Figure Legend

Fig. 1 - lon-exchange chromatography of soluble (ES, A to C) or cell-wall (CWE, D to
F) extracts obtained from 5-cm (A and D), 15-cm (B and E) and fully-expanded leaves
(C and F) from “Florida Market’ eggplant variety. Samples were resolved in a DEAE-
Sepharose column, using 25 mM Tris-HCI pH 7.0, and flow rate of 1.0 ml/min, in
absence or presence (beginning indicate by the arrows) of 1 M NaCl. About 1 ml
fraction was collected and peptide automatically monitored at A280. CF1, CF2 and AF

correspond to the obtained two cationic and one anionic fractions, respectively.

Table Legend

Table 1 — Antimicrobial activity of the two cationic (CF1 and CF2) and one anionic (AF)
fractions obtained from soluble (SE) or cell-wall (CWE) extracts of young-plants (5-cm or 15-

cm whole-plants) or fully-expanded leaves of eggplant, cultivar Florida Market
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Table 1

Bacterial growth inhibition (%0)*

Ralstonia solanacearum

Enriched- 5-cm 15-cm Fully-expanded leaves
peptide whole-plants | whole-plants
fractions (1.25g)** (1.25g)** (0.75g)** (L5g)**
SE CF1 -43,3 + 0,082*** 92,2 + 0,003 90,8 + 0,004 85,2 + 0,000
SE CF2 0,75+ 0,012 86,2 + 0,001 100 + 0,003 100 + 0,001
SE AF 23,9 £ 0,005 14,2 + 0,001 92,0 £ 0,000 100 + 0,005
CWE CF1 8,60 + 0,000 3,70+ 0,014 1,80 + 0,001 45,8 £ 0,029
CWE CF2 91,0+ 0,000 80,0 + 0,004 29,6 £ 0,019 88,0 £ 0,006
CWE AF 14,2 + 0,005 0,75 £+ 0,007 69,0 + 0,006 73,4+ 0,018
Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis
Enriched- 5-cm whole- 15-cm whole- Fully-expanded leaves
peptide plant plant
fractions (1.25g)** (1.25g)** (0.75g)** (1.59)**
SE CF1 -47,7 +0,019%** 53,5+ 0,028 74,2 + 0,008 60,4 + 0,003
SE CF2 -10,0 + 0,010*** 53,3+ 0,013 80,4 + 0,001 96,3 + 0,003
SE AF -20,3 + 0,006*** | -1,50 + 0,018*** | 78,2 + 0,001 80,4 +0,011
CWE CF1 19,8 +£ 0,007 0,00+ 0,019 25,2+ 0,013 29,7+ 0,017
CWE CF2 58,4 + 0,021 50,0 £ 0,004 54,9 + 0,006 100 + 0,010
CWE AF 18,8 + 0,019 5,10 + 0,021 54,9 + 0,005 47,8 + 0,008

* The percentage values refer to the average + DS, for two replications.

** The antimicrobial activity was determined by using extract amounts that refers to 1.25 g of
fresh plant material (for young-plants, 5-cm or 15-cm), or 0.75 g and 1.5 g of fresh fully-
expanded-leaf, with cultivation for 14 hours.

*** The negative signal indicates the occurrence of larger growth in presence of the analyzed
extract than in culture-control.
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