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RESUMO

Virios sistemas para expressdao de proteinas estdo disponiveis para a producdo dessas
macromoléculas em quantidades necessarias para sua caracterizacdo estrutural ou da sua
atividade bioldgica. Sdo considerados importantes ferramentas biotecnoldgicas com a
finalidade cientifica, clinica e industrial. Nesse contexto, surge o termo expressao
heter6loga caracterizando a producdo de uma determinada ou um conjunto de proteinas em
sistemas biologicos diferentes do sistema original. Neste trabalho foram avaliados o
potencial de proteinas recombinantes para o controle de insetos-praga e fitopatdogenos de
interesse agronomico. Inicialmente, a expressdo de inibidores de a-amilase recombinantes
produzidos em plantas de Arabidopsis thaliana foi analisada. O nivel de expressdo dos
inibidores AIC3, AIA11 e AIG4 observado foi de = 0,2-0,3% das proteinas totais soluveis
de folha de plantas geneticamente modificadas. Em relagdo as suas atividades bioldgicas, na
concentragcdo de =35 nM foi possivel reduzir significativamente a atividade enzimatica de
a-amilases intestinais do bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis, a molécula utilizada
previamente para sele¢do dos inibidores por phage display. Estes resultados demonstram o
potencial das moléculas recombinantes para o controle do bicudo do algodoeiro, importante
inseto-praga para a cultura do algodoeiro. No mesmo sentido, em relagdo aos fitopatdgenos,
as defensinas vegetais DRR230a de ervilha e SD2 de girasol foram expressas na levedura
Pichia pastoris. A produ¢do das proteinas recombinantes foi de 3,5 e 3 mg/l,
respectivamente. Apos a purificagdo em coluna de Ni (His Trap FF Crude) das defensinas
recombinantes suas atividades antifungica e antibacteriana foram avaliadas. As proteinas
foram capazes de inhibir o desenvolvimento das hifas dos fungos fitopatogenicos testados
(Collethotricum gossypii var cephalosporioides e Fusarium solani sp. glycine) em
diferentes niveis, entretanto, apenas a rDRR230a foi capaz de inibir a germinagdo de
esporos fungicos. Ainda, esta molécula reduziu o crescimento de bacterias Gram negativas
e positiva. Conjuntamente, estes dados demonstram o potencial de proteinas de defesa
vegetal recombinantes para o controle de insetos-praga e patogenos de importancia
agrondmica.

Palavras-chaves: Proteinas recombinantes vegetais, insetos-praga, fitopatogenos, inibidores

de alfa-amilase, defensinas vegetais.
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ABSTRACT

In this work was evaluated the potential of recombinant proteins in the control of insect
pests and pathogens. To produce proteins for biochemical characterizations various protein
expression systems has been developed. These are biotechnological tools applied in
scientific, clinical and industrial field. In this context, the term heterologous expression
characterize protein production in a different system the parental system. Here, the o-
amylase recombinant inhibitors were expressed Arabidopsis thaliana plants. The expression
level of inhibitors AIC3, AIA11 and AIG4 was ~0.2-0.3% of leaf total soluble proteins.
The inhibitors were able to reduce a-amylase activity of cotton boll weevil, Anthonomus
grandis, enzyme activity in low concentration (35 nM). The cotton boll weevil a-amylase
was previously used as bait to selection inhibitors by phage display from combinatorial
library. The results show the possible inhibitors effectiveness against cotton boll weevil,
very important cotton crop insect-pest. Likewise, defensins from pea (DRR230a) and
sunflower (SD2) were expressed in yeast Pichia pastoris and the recovery proteins reached
3,5 and 3 mg per culture liter, respectively. The recombinant defensins were purified by
nickel column (His Trap FF Crude) and assay against fungi and bacteria were done. The
hyphal growth of Collethotricum gossypii var cephalosporioides and Fusarium solani sp.
glycine was arrested by two defensins in different level. The rDRR230a was able to inhibit
fungi spores germination, otherwise, rSD2 was not able. Yet, the Gram negative and
positive grow was controlled by rDRR230. In this regard, rDRR230a is a antimicrobial
peptide (AMP) and rSD2 antifungal peptide (AFP). Together, the results show the potential
use of recombinant a-amylase inhibitor or plant defensins on management insect-pest and
pathogens by crops genetic modification.

Key-words: recombinant proteins, insect-pests, plant pathogens, alpha-amylase inhibitors,

plant defensins.
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CAPITULO |

Introducéo Geral

Sistemas Heterdlogos para Producéo de Proteinas Recombinantes

Naturalmente, as proteinas produzidas endogenamente pelos organismos necessitam
de processamentos especificos relacionados a sua expressao. Tais processamentos podem ser
glicosilagdes, acetilagdes, formacdo de ligagdes especificas, processamento proteolitico,
enfim, qualquer necessidade relacionada ao desempenho da sua atividade bioldgica (Desai et
al., 2010). Nesse sentido, visando a produgdo em quantidades necessarias para
caracterizagdoes bioquimicas dessas macromoléculas varios sistemas para expressao de
proteinas foram desenvolvidos ao longo dos anos. Estes protocolos se tornaram importantes
ferramentas biotecnologicas com a finalidade cientifica, clinica e industrial. Nesse contexto,
surge o termo expressdo heterdloga caracterizando a produg¢do de uma determinada ou um
conjunto de proteinas em sistemas bioldgicos diferentes do sistema original (Mahmoud,
2007).  Essas inovagdes técnicas foram impulsionadas pelas necessidades geradas no
mercado mundial principalmente pelo interesse na produ¢do em larga escala de produtos
biofarmacéuticos, estima-se que no ano de 2010 a movimentacao economica foi da ordem de

aproximadamente 70 bilhdes de dolares (Potvin et al., 2012).

Na literatura, sdo citados basicamente os seguintes sistemas para a producdo de
proteinas em sistemas heterdlogos aqui citados cronologicamente em relacdo a sua
divulgagdo: bacteriano, 1977, (Escherichia coli como representante), células de mamiferos,
1980, (CHO), leveduras, 1981, (Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae), células de
inseto, 1983, (Spodoptera frugiperda, Sf21), e finalmente células vegetais ou plantas, 1986
(Desai et al., 2010). As caracteristicas distintivas de cada um desses sistemas justifica a sua
escolha para producdo de uma determinada proteina. Por exemplo, células procaridticas sao
de facil manipulagdo e o custo associado € menor quando comparado com os outros sistemas
disponiveis, entretanto, processamentos pds-traducionais “complexos” (ex. glicosilacdes em
sitios especificos, processamento protedlico em organelas especificas, dentre outros) ndo sao
realizados ocasionando possiveis problemas relacionados a atividade bioldgica da proteina.

Contudo, para moléculas previamente caracterizadas e que ndo necessitam dessas complexas
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modificagdes tais sistemas podem se tornar a op¢do mais adequada. Na tabela 1 sao

sumarizadas as principais caracteristicas de cada um dos sistemas heterdlogos citados.

Tabela 1: Comparagdo entre diferentes sistemas heter6logos de expressao

Sistema Custo de Tempo de Capacidade de Nivel de Glicosilagao b Riscos de Custo com
Producdo ® escalonamento escalonamento  Expresséo contaminacdo armazenamento

bactéria + + +++ alto ausente endotoxinas moderado
levedura ++ ++ +++ baixo-alto alta manos risco baixo moderado
células de inseto +++ ++ ++ baixo-alto alta manos alto alto
células de mamifero +++ -+ - baixo-mod simil virus e prions alto
células vegetais + + +++ mod-alto red # baixo risco baixo
plantas trangénicas - +++ ++++ mod-alto red # baixo risco baixo

8=+: baixo; ++: médio; +++: alto; ++++: muito alto; -: muito baixo.

P=perfil de glisilagdo considerado em relagdo a proteinas humanas
Adaptado de Dasei et al ., 2010.

Neste trabalho, duas classes de proteinas de defesa vegetal (inibidores de alfa-amilase
do tipo lectina e defensinas vegetais- discutidos nos capitulos II e III, respectivamente) foram
expressas em diferentes sistemas heterdlogos em virtude das suas caracteristicas peculiares
necessarias para avaliagdo de sua atividade bioldgica. Os inibidores de alfa-amilase estudados
neste trabalho originaram-se a partir da selecdo de inibidores a partir de uma biblioteca
combinatoria do tipo Phage Display construida por meio de DNA shuffling usando os
inibidores a-Al 1 e 2 de feijado comum e a-amilase do bicudo do algodoeiro como “isca”
durante o procedimento de selecao (Del Sarto, 2007). Para a expressdo de inibidores de a-
amilase do tipo lectina (Capitulo II) sabe-se que tais moléculas requerem um processamento
especifico para sua atividade biologica (Young, et al., 1999). Dessa forma, optou-se pela
planta modelo Arabidopsis thaliana (Clough e Bent, 1998), que ¢ de facil transformagao e
manipulagdo, para producdo de proteinas variantes selecionados contra a-amilases de bicudo
do algodoeiro (Del Sarto, 2007), para a obtencao de quantidades necessarias para avaliagdo
das suas atividades bioldgicas in vitro. A segunda classe de moléculas estudadas neste
trabalho pertence a classe das defensinas vegetais. Os genes das defensinas aqui estudadas
foram gentilmente cedidos por grupos colaboradores do Laboratorio de Interagdo Molecular
Planta-Praga (LIMPP) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia para utilizagdo em
programas de evolugdo molecular in vitro e por esta razdo a produg@o das proteinas selvagens
foi necessdria para a devida comparagdo das suas atividades com as das moléculas
desenvolvidas. Da mesma forma, a literatura ja demonstrou as caracteristicas fisico-quimicas
necessarias para estas proteinas serem ativas (Thoma and Thevissen, 2002). Um exemplo ¢ a
necessidade de formagdo de quatro pontes di-sulfeto que estabilizam a estrutura protéica.
Assim, a levedura P. pastoris foi escolhida por permitir que tais necessidades fossem

supridas para novamente propiciar a avaliagdo da atividade bioldgica das proteinas
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recombinantes contra organismos fitopatogénicos. Nesse contexto, brevemente serdo

descritos os dois sistemas aqui empregados.

Plantas como Sistema Heterdlogo para Producéo de Proteinas

Plantas geneticamente modificadas usadas como sistema de expressao possuem varias
caracteristicas vantajosas em relagdo a outros sistemas. Por exemplo, sdo de facil
escalonamento na agricultura tornando-se extremamente competitivas economicamente e
logisticamente (Mahmound et al., 2007). Baseado nas informagdes sobre a proteina de
interesse que devera ser produzida alguns aspectos para a escolha do sistema adequado
deverao ser feitos: escolha da planta (mono ou dicotiledonea, planta usada como alimento);
do método de transformacao; parametros da expressdo, sobre o tipo de expressdo (transiente
ou estavel, constitutivo ou tecido especifico); e sobre localizagdo: intracelular, citoplasma,

cloroplasto, apoplastos (Egelkrout et al., 2012).

Dentre as vantagens oferecidas pelas plantas para produ¢do de proteinas heter6logas
pode-se citar os custos de produgdo. Segundo Twyman et al., 2003 o sistema produz a
proteina de interesse com redugdo de custo de 90-98% quando comparado com sistemas
microbianos fermentativos € 99,9% quando comparado com células de mamiferos. Ainda, de
acordo com o mesmo autor, o direcionamento para varios tipos celulares pode permitir que a
proteina seja mais estavel fornecendo uma vantagem logistica (ex. transporte sem
refrigeragdo). O escalonamento pode ser alcangado com o cultivo de grandes areas para
alcangar a produtividade desejada (Desai et al., 2010). Aditivamente, devido as plantas ndo
serem suscetiveis a patogenos humanos o risco de contaminagdo de proteinas terapéuticas
com microorganismos patogénicos ¢ menor em comparacdo ao sistema animal (Giddings et
al., 2000). Ainda no contexto das vantagens, uma importante caracteristica do sistema vegetal
¢ que a proteina pode ser expressa numa regido comestivel da planta que apos ingestdo
funcionaria como uma vacina, reduzindo passos de processamentos pos-producdo que
dificultam o escalonamento para atingir-se a produtividade desejada, ex. vacina da raiva
produzida em tomate (Mason et al., 2002). Além disso, quando o processamento pos-
expressdo ¢ necessario normalmente ¢ mais facil e barato, principalmente quando a proteina ¢
expressa de forma tecido-especifica (Seon et al., 2002) e finalmente as plantas fazem a
maioria das modificacdes pods-traducionais necessarias para estabilidade, bioatividade e

farmacocinética da proteina recombinante (Faye & Gomord, 2004).
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Mesmo possuindo varias vantagens, o sistema vegetal para producdo de proteinas
heterdlogas possui basicamente duas principais complicacdes. Normalmente o nivel de
expressdo e¢ o nivel de acumulagdo da proteina sdo baixos € o ha uma alta incidéncia de
modificagdes pos-traducionais incorretas, como glicosilagdes indesejadas. Isto pode tornar a
proteina de interesse alergénica tornando-se invidvel para uso com fins terapéuticos. Varios
grupos ja se dedicam a superar essas limitagdes buscando por estratégias que contornem esses

problemas (Streatfield, 2007).

A bibliografia exibe uma quantidade significativa de trabalhos relacionados a
producdo de proteinas recombinantes em plantas, tanto com a finalidade de obtencdo de
plantas geneticamente modificadas para a agricultura, como para a produgdo de proteina com

finalidade para pesquisa e terapéutica (Egelkrout, et al., 2012; Desai, et al., 2010).

Levedura P. pastoris e Producdo de Proteinas Recombinantes

Desde o seu desenvolvimento como sistema de expressdo mais de 500 proteinas
exogenas foram produzidas na levedura metilotrofica P. pastoris, alcangando até 80% das
proteinas secretadas ou 30% da proteinas totais (Potvin et al., 2012). Esse potencial justifica-
se por uma série de fatores, mas, sumariamente, ¢ considerada como um dos mais versateis
sistemas para expressao heterdloga de proteinas. Ao longo do texto serdo destacadas algumas
caracteristicas que compdem o sistema e citadas algumas proteinas que foram produzidas no
sistema com sucesso, dando enfoque para proteinas de defesa vegetal da classe das

defensinas vegetais.

A levedura metilotrofica P. pastoris foi descrita a cerca de 40 anos pelo grupo do
pesquisador Koichi Ogata (1969) que descreveu a capacidade de determinadas leveduras
utilizarem metanol como fonte de carbono e energia (Cereghino & Cregg, 2000). Devido a
esta caracteristica pensou-se no organismo como potencial fonte de proteina para alimentagdo
animal devido a alta disponibilidade de metanol a época. Durante a década de 1970, a
Companhia Phillips de Petroleo estabeleceu as condicdes ideais de crescimento em meio de
cultura e protocolos para manipulagdo de P. pastoris usando metanol e alta densidade celular.
Entretanto, uma crise econdmica relacionada ao petroleo, matéria prima de producdo de
metano, ¢ aumento da competitividade do preco da soja, resultou no abandono da idéia de

utilizacdo dessas leveduras como fonte de proteina animal (Cereghino & Cregg, 2000).
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Na década de 80, a empresa que iniciou a manipulagdo de P. pastoris estabeleceu
uma colaboracdo com o Instituto de Biotecnologia Industrial Salk associados Inc. (SIBIA)
com o objetivo de desenvolver o sistema e adequd-lo para a expressdo de proteinas
heterdlogas. Assim, foi isolado o promotor do gene alcool oxidase (usado até os dias atuais),
foram desenvolvidos plasmideos e estabelecidos protocolos de manipulagdo do organismo.
Entdo, o sistema para expressdo heterologa foi patenteado em 1993 e foi concedida a licenca
para a empresa Invitrogen, Co., comercializar o sistema. Até hoje a companhia o faz e
propondo novas estratégias para aumentar a capacidade e atender peculiaridades bioquimicas

de proteinas exdgenas para expressdo em P. pastoris (Cereghino & Cregg, 2000).

A levedura P. pastoris ¢ particularmente interessante como sistema de expressdo
devido a forte regulacdo e forca de indu¢do do promotor pAOX1 induzivel por metanol, sua
capacidade de secrecdo da proteina exogena e realizagdo de modificagdes pos-traducionais
como glicosilagdo e formacdo de pontes dissulfeto, habilidade de crescer em um meio
definido em alta densidade celular agindo pelas vias respiratorias preferencialmente (Cos et
al., 2006), possui um genoma relativamente simples e de facil manipulagdo, além da

diversidade de kits para expressao disponiveis no mercado (Invitrogen, Co, 2011).

A levedura P. pastoris utiliza metanol como fonte de carbono por meio da sintese de
enzimas necessarias a sua oxidagdo a partir da inducdo dos genes correlatos quando ha
presenca do alcool. Quando isto ocorre, grandes quantidades das enzimas necessarias para o
metabolismo do metanol sdo detectadas. A enzima alcool oxidase (AOX) catalisa o primeiro
passo da oxidagdo do metanol formando moléculas como formaldeido e peroxido de
hidrogénio (H,O,) dentro dos peroxissomos. Catalases peroxissomais degradam o peréxido
de hidrogénio e o formaldeido que difunde para o citoplasma e ¢ oxidado por desidrogenases
a formato e dioxido de carbono gerando energia para o crescimento celular. O formaldeido
remanescente no peroxissomo ¢ utilizado para a formacdo de constituintes celulares como
dihidroxiacetona formado pela enzima dihidroxiacetona sintase (DHAS). As duas enzimas
AOX e DHAS sao apenas detectadas em células crescendo em meio que contém metanol
como fonte de carbono. Em fermentadores, o nivel de AOX pode alcancar 30% das proteinas

soluveis totais (Cereghino & Cregg, 2000).

As principais vantagens do sistema reside na alta capacidade de producdo da proteina
de interesse utilizando uma série de promotores induziveis ou constitutivos como pGAP
(Waterhan et al., 1997), pPGK1 (Almeida et al., 2005), pTEF1 (Ahn et al., 2007), séries
plasmideais simples e de facil manipula¢ao (Invitrogen, Co), manejo facilitado da cultura,

bom crescimento celular em diferentes condigdes que propiciem aumento da produtividade,
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dentre outros (Cereghino & Cregg, 2000; Potvin et al., 2012). Contudo, tal sistema possui
desvantagens significativas. Dentre elas, a alta densidade celular pode propiciar um aumento
na produ¢do de proteases que podem degradar a proteina de interesse. Entretanto, foram
desenvolvidas linhagens que sdo deficientes em proteases para minimizar a possibilidade de
degradacdo da proteina exogena. Além disso, para alcancar altas produtividades hd a
necessidade do acompanhamento do processo de produgdo de biomassa, controle do indutor
ou de produgdo de metabolitos toxicos e controle da aeragdo. Ainda, os custos associados aos
processamentos necessarios apos a producdo da proteina exdgena sdo altos. Contudo, tal
sistema ¢ considerado o mais robusto e realizavel para a producao de proteinas recombinantes
que necessitam de processamentos que 0s organismos procariotos ndo realizam (Potvin et al.,

2012) .

Mecanismos de Defesa Vegetal e Plantas Geneticamente Modificadas

Insetos e patdgenos estdo continuamente provocando danos a diversas espécies
vegetais, inclusive as de interesse agroecondomico. Isso ocorre com a utilizagdo de moléculas
que agem no sentido de superar as barreiras fisicas e quimicas de defesa naturalmente
empregadas pelas plantas. Evolutivamente, as plantas contam com um mecanismo inato de
defesa que permite os organismos se protegerem das pragas e patdgenos garantindo o sucesso
reprodutivo e o seu desenvolvimento (Carlini & Grossi de Sa, 2002). Apds o contato com o
patdgeno, a resposta fisiologica relacionada a producdo de moléculas pode ocorrer ou entdo
durante o seu desenvolvimento natural substancias sdo constitutivamente produzidas

provocando um efeito protetor continuado (Lamb et al., 1989).

O aparato de defesa vegetal compreende a utilizacdo de proteinas e peptideos (Stintzi
et al., 1993); espécies reativas de oxigénio, como radicais superoxido, hidroxil e peroxido
de hidrogénio (Alvarez et al., 1998); e acumula¢do de metabolitos secundarios de baixa

massa molecular como as fitoalexinas (Castro & Fontes, 2005).

Como commodities sdo cultivadas em grandes extensdes e objetiva-se alcangar
produtividades cada vez maiores, alternativas de controle de pragas e patogenos sao
essenciais para melhorar o sistema produtivo e reduzir as perdas relacionadas a agdo desses
organismos. Assim, como uma nova perspectiva, o emprego de proteinas com atividade
bioldgica contra pragas e patdogenos encontra-se como uma maneira de minimizar os efeitos

ocasionados pelo uso de insumos quimicos como inseticidas e pesticidas.
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Isto se justifica, pois, no Brasil, a ocorréncia de pragas e doengas tem gerado grandes
perdas econdmicas. Por exemplo, no caso de culturas de algodao as doengas fungicas sao as
mais relevantes, causando sérios danos ao cultivo. Destacam-se as advindas do ataque dos
fungos causadores da ramulose do algodoeiro (Collethotrichum gossypii var.
cephalosporioides), podridio vermelha da raiz (Fusarium solani f. sp. glycines) dentre

outros.

Iamamoto (2003) considera a ramulose como sendo uma das mais significativas
doengas associadas ao cultivo do algodoeiro. Disseminada em todo o territdrio brasileiro, os
maiores danos sdo causados nas regides de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Nordeste.
Segundo dados da literatura, prejuizos da ordem de 75% da produgdo podem ser ocasionados
pela ramulose (Iamamoto et al., 2001; Cassetari Neto et al., 2001). Em relagdo a podridao
vermelha da raiz da soja danos na produtividade revertidos em prejuizos econdmicos sao

recorrentes em todo o Brasil (Freitas et al., 2004).

Ainda, o algodoeiro ¢ acometido com intenso ataque provocado pelo inseto
Anthonomus grandis, também conhecido como bicudo do algodoeiro. Os danos ocorrem nos
botdes florais e magds da planta, podendo ocasionar perdas da totalidade do plantio. Por
possuir duas fases endofiticas no seu ciclo de vida, a larval e a pupal, seriadas aplicagdes de
inseticidas sdo necessarias para o seu controle, onerando de forma significativa os custos de
producdo do algodao (Bellettini et al., 1998). No limen intestinal do bicudo do algodoeiro ha
a presenga de enzimas hidroliticas responsaveis pela digestdo das macromoléculas presentes
em sua dieta. Estudos bioquimicos relacionados a fisiologia do inseto demonstraram que este
utiliza de um repertorio de proteases e carboidrases para digestio de proteinas e amido
presentes nas estruturas reprodutivas da planta que sdo usadas como fonte alimentar
(Oliveira-Neto et al., 2004a,b). Uma alternativa para controle dessa praga pode ser o emprego
de inibidores dessas enzimas em programas de melhoramento vegetal, alternativamente aos

métodos tradicionais (Carlini & Grossi-de-Sa, 2002; Sarmah et al., 2004).

Com um numero de cultivares limitado, o método de controle de doencas mais
utilizado no pais ¢ a aplicagdo de agrotoxicos compreendendo cerca de 10% (arroz, milho,
soja e trigo) até 30% das despesas de custeio da lavoura. Por exemplo, na regido de Chapadao
do Sul-MS, foram gastos R$ 1.142,00 com agrotoxicos na cultura de algoddo sendo que o
valor do custo da lavoura por hectare foi de R$ 3.213,00 (CONAB, 2011). A questdo
econdmica aliada aos impactos ambientais reflete a importincia do desenvolvimento de

metodologias alternativas que visam minimizar tais custos socio-econdmicos.
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Como uma alternativa aos métodos convencionais de controle de pragas e patogenos,
que normalmente empregam enormes quantidades de insumos quimicos, contaminam o
ambiente e perfazem um significativo valor dos custos de produgdo, existe o emprego de
metodologias que possibilitam a introdugdo de genes exdgenos em organismos de interesse

conferindo uma caracteristica desejada, incluindo a resisténcia a pragas e patdogenos.

Ha varios relatos na literatura do emprego de plantas geneticamente modificadas
visando o controle de pragas e patogenos. Por exemplo, plantas de tomate e tabaco
expressando genes de d-endotoxinas de Bacillus thunrigiensis (Bt) modificadas conferindo
resisténcia a insetos. Estudos preliminares para avaliagdo do efeito das plantas expressando
toxinas Bt em campo demonstraram que tabaco, batata, algoddo, milho, arroz e tomate

exibiram resisténcia a insetos (Hilder & Bouder, 1999).

Dentro dessa abordagem biotecnologica, a utilizagdo de proteinas de defesa vegetal
torna-se uma estratégia interessante para o controle de pragas e patogenos. De fato, estudos
demonstraram a resisténcia a fungos fitopatogénicos conferida a plantas de tabaco
expressando defensinas (Terras et al., 1995; Koike et al., 2002; Elfstrand et al., 2001; Lai et
al., 2002). Brassica napus expressando o inibidor de proteinase do tipo cisteinica de arroz,
orizacistatina I (OCI) inibiu o crescimento dos afideos de ervilha (Acyrthosiphon pisum), de
algoddo (Aphis gossypii) e de batata (Myzus persicae) (Rahbé et al., 2003). Plantas de tabaco
expressando o inibidor de tripsina de feijao de corda (CpTI), inibidor I e II de tomate e SKTI
foram resistentes aos insetos Heliothis virensis e H. zea, Manduca sexta e H. virenses,
respectivamente. Batata expressando este mesmo inibidor foi resistente aos nematdides
Globodera pallida e Meloydogine incognita (Jouanin et al., 1998; Hilder e Boulter, 1999), e
plantas de tabaco expressando o inibidor de ai-amilase ryelll foram eficientes no controle de

larvas do bicudo do algodoeiro quando incorporadas em dieta artificial (Dias et al., 2010).

Plantas de ervilha transformadas com o gene do inibidor de a-amilase 1 de feijao
comum (a-All) foram resistentes aos bruquideos Callosobruchus maculatus e C. chinenses
(Shade et al., 1994) e ao Bruchus pisorum que ataca as plantas de ervilha em campo
(Shroeder et al., 1995). Feijao azuki expressando este inibidor foi resistente ao C. chinenses,
principal praga desta cultura (Ishimoto et al., 1996) e chickpea (Cicer arietinum) resistente ao
C. maculatus (Ignacimuthu & Prakash, 2006). Sementes de ervilha expressando a-Al 2
utilizadas em bioensaios geraram resisténcia ao bruquideo Zabrotes subfasciatus (Grossi-de-
Sa et al., 1997b). Aditivamente, plantas de feijao azuki expressando o a-Al2 em sementes
impediram completamente a eclosdo de adultos do inseto C. chinenses, ainda, também foram

efetivas no controle do Z. subfasciatus (Nishizawa et al., 2006).
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Nesse contexto, esta tese se divide em trés capitulos, onde nos dois ultimos sao
realizadas abordagens semelhantes utilizando-se proteinas com atividade biologica
diferenciada, contudo, objetiva-se apresentar os resultados que atestam a possibilidade da
utilizagdo das proteinas recombinantes para o controle de pragas e patdégenos. No Capitulo [
sdo elencados aspectos gerais relacionados ao trabalho no topico Introducdo Geral. No
capitulo II sdo mostrados os resultados relativos a validagdo da atividade de inibidores de a-
amilase recombinantes gerados por meio de técnicas de evolugdo molecular in vitro
previamente relatadas (Del Sarto, 2007). Uma biblioteca combinatdria de inibidores de a-
amilase de feijdo comum foi gerada utilizando-se a combinagdo entre as técnicas de DNA
shuffling e Phage Display. A partir desta biblioteca, inibidores variantes de o-amilase foram
selecionados a partir da utilizacdo de a-amilases do bicudo do algodoeiro imobilizada em
uma superficie de pogos de placa de ELISA. Foi selecionada uma populacio de 31 inibidores
variantes que tiveram sua sequéncia determinada por meio de sequenciamento. Entdo, plantas
de A. thaliana foram transformadas e utilizadas para a analise da atividade inibitoria das
moléculas selecionadas. Entretanto, no estudo anterior s6 foi possivel avaliar a atividade a
partir de uma mistura de plantas da mesma constru¢do génica. Assim, a proposta deste
trabalho ¢ validar os resultados encontrados para os inibidores variantes utilizando plantas
individualizadas de cada constru¢do génica. No capitulo III sdo apresentados o resultados
relativos a expressdo de defensinas vegetais recombinantes utilizando a levedura P. pastoris
para produgdo das proteinas em quantidade necessaria para caracterizacdo da atividade

biologica contra fungos fitopatogénicos e adicionalmente bactérias.
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CAPITULO I

Validagdo da Atividade de Inibidores de a-amilase recombinantes contra a-amilases do

bicudo do algodoeiro produzidos em Arabidopsis thaliana

Ha varias proteinas de defesa de plantas relatadas na literatura, dentre estas se
incluem os inibidores de enzimas hidroliticas (Ryan, 1990; Sales et al., 2000; Carlini e Grossi

de Sa, 2002, Selitrennikoft, 2001).

Enzimas hidroliticas s3o moléculas essenciais para o desenvolvimento da maioria dos
organismos. Nesse sentido, insetos praga e patdgenos usam essas proteinas como
componentes do processo digestivo ou para romper barreiras presentes nos tecidos vegetais
durante o processo infectivo (Castro & Fontes, 2005). Estudo com plantas expressando
inibidores dessas proteinas demonstraram a sua importancia para o desenvolvimento dos
insetos praga e patogenos (Carlini & Grossi-de-Sa, 2002). Uma das classes de enzimas
hidroliticas muito utilizada por varios organismos sdo as a.-amilases e glicosidases envolvidas
na degradacdo de carboidratos. As o-amilases (a-1-4glucano-4-glucanohidrolases, EC
3.2.11) estdo envolvidas diretamente na digestdo do amido. Sdo responsaveis pela hidrolise
de ligagdes a-1-4 do amido, do glicogénio e outros carboidratos. Dados da literatura ja
demonstraram a importancia dessas enzimas hidroliticas para o desenvolvimento de insetos-
praga, principalmente aqueles que atacam orgdos com elevada concentracdo de amido.
Estudos tridimensionais da o-amilase do inseto Tenebrio molitor (TMA), mostraram que
estas moléculas sdo monoméricas com trés dominios distintos A, B e C (Strobl et al., 1998).
Possuem uma estrutura caracteristica em forma de barril (B/a)8, segmentos lineares e o-
hélices curtas, onde ha o sitio de ligagdo para o ion Ca’", importante para a integridade
estrutural da enzima. Ainda, ha o dominio que ¢ formado por dez folhas [, oito destas
organizadas em B-sanduiche com topologia tipo chave grega. A triade catalitica da enzima ¢
formada pelos residuos acidos Aspl85, Glu 222 e Asp287. Seis residuos de acucar sdao
alocados na cavidade de ligagdo da enzima. A clivagem ocorre na extremidade ndo redutora
entre o terceiro e o quarto residuo liberando moléculas de maltose ou oligossacarideos

maiores (Oudjeriouat et al., 2003).

23



Inibidores de a-amilases

Os inibidores de a-amilases (o-Al) proteicos ja foram encontrados em cereais, como
o trigo Triticum aestivum (Franco et al., 2000), a cevada Hordeum sativum (Abe et al., 1993),
o centeio Secale cereale (Iulek et al., 2000), o sorgo, Sorghum bicolor (Bloch Jr, C. &
Richardson, M., 1991), o arroz, Oryza sativa (Yamagata et al., 1998) e leguminosas como o
feijao comum (Marshall & Lauda, 1975; Ishimoto et al., 1996; Grossi de Sa et al., 1997a) e o
feijao de corda (Melo et al., 1999), além de outras familias vegetais (Marshall & Lauda,
1975). Estes sdo divididos em Lectin-like, Knottin-type, Cereal-type, Kunitz-like,

Thaumatin-like e y-Purothionins-like e inibidores bifuncionais (Franco et al., 2000).

A classe mais estudada de inibidores de a-amilases ¢ a Lectin-like de acordo com os
dados disponiveis na literatura. Estas moléculas sdo encontradas em diferentes variedades e
acessos de feijao comum (Phaseolus vulgaris). Apesar de compartilharem 78% de identidade,
os inibidores a-All e o a-Al2 de feijao comum (Figura 1), sdo diferentes quanto a sua
atividade inibitdria, onde o primeiro inibe a-amilase pancreatica de porco (PPA), a-amilase
salivar humana (HSA) e¢ as a-amilases dos bruquideos Calosobruchus maculatus e C.
chinenses (CMA, CSA) (Ishimoto & Kitamura, 1989). O segundo inibidor, a-Al2, inibe as o-
amilases do inseto-praga Zabrotes subfasciatus, mas ndo possui atividade contra as o-
amilases de mamiferos (Ishimoto & Chrispeels, 1996; Suzuki et al., 1993; Grossi de Sa et al.,
1997a,b). A especificidade do a-All foi detalhadamente estudada demonstrando a inibigdo
de a-amilases de coledpteros, dipteros, himenodpteros e lepidopteros. As a-amilases de alguns
insetos pertencentes a estas ordens ndo foram inibidas, como as dos insetos Sithophilus
granasius, Manduca sexta, do caruncho do feijao Acanthoscelides obtectus, (Kluh, et al.,
2005), Zabrotes subfasciatus (Grossi de Sa, et al., 1997a) e Anthonomus grandis (Oliveira-
Neto et al.,, 2003). Esses inibidores sdo processados para a forma ativa por meio de
modificagdes pos-traducionais, como clivagem proteolitica e glicosilagdes (Young et al.,
1995, 1999), originando duas subunidades, o ¢ B, com 7,8 ¢ 14 kDa, respectivamente,
(Yamaguchi, 1993) que formam uma estrutura heterotetramérica com 2 cadeias a e 2 cadeias
B (Kasahara & Yamaguchi, 1996; Nakaguchi.& Yamaguchi, 1997). Analises estruturais do
complexo do a-All com a a-amilase do inseto Tenebrio molitor (TMA) demonstraram que
dois loops se inserem no sitio ativo (residuos 29-46 ¢ 171-189) impedindo a ligagdo do
substrato, 14 sdo estabelecidas varias pontes de hidrogénio com os residuos do sitio de ligagdo

ao substrato. Os residuos Tyrl86 e Tyr37 se ligam fortemente aos residuos da fenda
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catalitica. A comparagdo do complexo a-AI/TMA com o complexo a-All/PPA, demonstrou
que as interagdes com os residuos da fenda catalitica sdo conservadas e poucas modificagdes
ocorrem nas interagdes proteina-proteina (Bompard-Gilles et al., 1996; Nahoum et al., 1998,

Silva et al., 2000, 2004).

All 1 -ATETSF 1 IDAFNKTNL ILQGDATVSSNGNLQLSYNSYDSMSRAFYSAPIQIRDSTTGNV 59
Al2 1 -ASDTSFNFYSFNETNLILQGDATVSSKGYLQL--HTVDSMCSAFYSAPIQIRDSTTGNV 57

All 60 ASFDTNFTMNIRTHRQANSAVGLDFVLVPVQPESKGDTVTVEFDTFLSRISIDVNN-DIK 118
Al2 58 ASFDTNFTMNITTQREANSVIGLDFALVPVQPKSKGHTVTVQFDTFRSRISIDVNNNDIK 117

All 119 SVPWDVHDYDGQNAEVRITYNSSTKVFSVSLSNPSTGKSNNVSTTVELEKEVYDWVSVGF 178
Al2 118 SVPWDEQDYDGQNAKVRITYNSSTKVLAVSLSNPSTGKSNEVSARMEVEKELDDWVRVGF 177

All 179 SATSGAYQWSYETHDVLSWSFSSKFINLKDQKSERSNIVLNKIL 222
Al2 178 SAISGVHEYSFETRDVLSWSFSSKFS--QHTTSERSNILLNNIL 219

Figura 1: Alinhamento multiplo de seqiiéncias dos inibidores de a-amilase 1 (a-All) e 2
(a-Al2) de feijao comum. Os aminoacidos deferentes estdo destacados em azul e em
vermelho. Os residuos sublinhados compdem os loops N-terminal e C-terminal,
respectivamente. Alinhamento realizado com o programa CLUSTAL-W (1.82) multiple
sequence alignment.

Por possuirem distinta especificidade com uma elevada identidade de seqiiéncia, os
inibidores de a-amilase de feijdo comum, a-All e a-Al2, sdo moléculas interessantes para
aplicacdo de técnicas de evolu¢do molecular in vitro visando a obtengdo de diferentes

capacidades inibitdrias das moléculas parentais.

O emprego de técnicas de evolugdo direcionada possibilita a geragdo de proteinas
com atividade otimizada ou diferenciada quando comparada com a molécula parental. Dentre
as técnicas que possibilitam essa abordagem pode-se citar o DNA shuffling, metagénese sitio-
dirigida, PCR tendente a erro, utilizacdo de oligonucleotideos degenerados em regides
especificas, e outros (Yuan et al. & Keenan, 2005). Normalmente, apds a geracdo de uma
grande populacdo de variantes aplica-se uma metodologia que permita a selegdo de “clones”

com determinada especificidade, por exemplo Phage Display.

Stemmer (1994) relatou a abordagem da combinagdo de DNA shuffling e Phage
Display na criagdo de bibliotecas com elevada quantidade de moléculas variantes que podem
ser isoladas e caracterizadas quanto a sua atividade biologica. Enzimas ja foram selecionadas
com a atividade otimizada (Zhang et al., 1997) e toxinas Bt com maior atividade que
moléculas parentais sendo efetivas contra insetos-praga (Oliveira et al., 2011; Craveiro et al.,

2010).
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Neste estudo foram validadas as atividades de proteinas expressas por trés genes de
inibidores selecionados contra o-amilases do bicudo do algodoeiro, AIC3, AIAll e AIG4
obtidos a partir de uma biblioteca combinatéria do tipo Phage Display de inibidores de a-
amilase de feijdo comum (Del Sarto, 2007). Na figura 2 ¢ demonstrada a estratégia utilizada

no trabalho anterior para a obtengao dos variantes validados neste trabalho.

Fagos filamentosos apresentando variantes de o-Als

l Biopanning utilizando AGA

Lavagens (pipetagem up and down)

Eliminagao dos fagos inespecificos

Ligacao
a-Als
AGA

/'

Fagos de entrada

Fagos de
saida (output)

Preparacdo de
Fagos para
proximo ciclo

Ciclo de selecéo de
variantes para o-Als
com afinidade para

AGA
Eluigdo

H* .
acida

Infecgdo de células de E. coli F” (amplificagdo dos fagos
eluidos)

Figura 2: Representacdo esquematica do procedimento de biopanning para selegdo de
variantes de inibidores de a-amilases com afinidade para AGA (Del Sarto, 2007).
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Objetivo Geral

Validacdo da atividade de inibidores variantes selecionados contra o-amilases do

bicudo do algodoeiro produzidos em plantas de A. thaliana.
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Obijetivos especificos

1. Quantificar a expressdo relativa de inibidores variantes selecionados contra o-
amilases do bicudo do algodoeiro produzidos em plantas de A. thaliana por meio de

ensaio de ELISA.

2. Avaliar a atividade de inibidores selecionados contra o-amilases do bicudo do
algodoeiro produzidos em plantas de A. thaliana por meio de ensaio inibitorio de

atividade amilasica.
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Materiais e Métodos

Producédo de Plantas de A. thaliana Expressando Inibidores de a-amilase

Sementes de plantas F1 de A. thaliana ecotipo Columbia transformadas com
construg¢des contendo genes de inibidores de a-amilase recombinantes (AIC3, AlIG4, AIALl)
gerados no Laboratorio de Interacdo Molecular Planta Praga utilizado as técnicas de DNA
shuffling e Phage Display (Del Sarto, 2007) foram germinadas apos a embebi¢do em agua
destilada e incubagdo a temperatura ambiente por 24hs. Antes da germinagdo as sementes
foram desinfestadas em solucdo de etanol 70% (v/v) e Triton X-100 0,1% (v/v) durante 5
minutos, secadas e germinadas em meio MS (Murashige & Skhoog - Sigma) solido seletivo
(25% meio MS, 0,8% de Agar, Canamicina 100 pg/ml). Apos a quebra da dorméncia as
sementes foram incubadas em camara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas/dia. As
sementes que germinaram e resultaram em plantulas saudaveis na presenca de canamicina
foram transferidas para o substrato (Bioplant) e crescidas em casa de vegetacdo até a
expressiva producdo de folhas. Estas foram coletadas, imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 °C até a utilizagdo para extragdo de

proteinas totais.

Extracdo de Proteinas de Plantas de A. thaliana Geneticamente Modificadas

Folhas das plantas de A. thaliana geragao F2 foram pesadas apos congelamento em
nitrogénio liquido e cuidadosamente maceradas em cadinho. O p6 gerado foi solubilizado em
tampao de atividade amilasica (succinato de soédio 50 mM, pH 4,5, NaCl 150 mM, CaCl, 0.1
mM) na proporg¢do 1:10. A solugdo foi incubada por 3 h a 4 °C em agita¢do vigorosa, foi
centrifugada a 10.000 g por 15 min, entdo o precipitado foi novamente submetido a mesma
extracdo, entretanto, foi adicionado ao tampao o detergente Triton X-100 0.1% (v/v). A

concentragao protéica foi determinada pelo método de Bradford (1976).
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Andlise da Expressdo dos Inibidores de a-amilase Variantes em plantas de A. thaliana

utilizando Western Blot e Ensaio de Elisa

Os sobrenadantes provenientes da extragdo de proteinas totais de folhas de A.
thaliana foram utilizados para a imunodetec¢do dos inibidores de o-amilase por meio das

técnicas de Western blot e ensaio de ELISA.

Para imunodeteccao por Western blot, uma separagdo em eletroforese unidimensional
por SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970) foi realizada usando 35ug de proteina do extrato total
de folhas. Apos, o gel foi usado para transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose (Hybond C® Amersham) usando o sitema semi-seco da BioRad, durante 30 min
a 10 pA de corrente. Entdo a membrana foi imersa em uma solugdo de gelatina (3%, p/v,
solubilizada em TBS) por 16 horas sob agitagdo constante a temperatura ambiente. Logo
apos, foi incubada com o anticorpo primario anti-aAl-1 produzido em coelho (Grossi de Sa
and Chrispeels, 1997), diluido na propor¢ao de 1:700 em TBS, durante 2 horas a temperatura
ambiente e sob agitacdo constante. Adicionou-se o anticorpo secundario IgG HRP (Bio Rad)
produzido em coelho (diluido 1:1000 em gelatina 1%, p/v, em TBS) e incubou-se a
membrana por 2 horas, com leve agitagdo a temperatura ambiente. A membrana foi lavada a
cada incubacdo com TBS-Tween 0.02%, v/v, por 15 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, foi adicionada a solugdo de revelagcdo (mistura da Solucdo A: 3 mL de metanol
gelado e 9 mg de HRP; com a Solucdo B: 15 mL de TBS e 12 mL de H,0,) para detec¢do das

proteinas de interesse. O inibidor a-All foi utilizado como controle positivo no ensaio.

No ensaio de ELISA, 2.5 pg de proteina do extrato total de plantas transformadas e
ndo transformadas foi utilizado para sensibiliza¢do de placas de microtitulagdo de 96 pogos
por 2 h a 37 °C. Os pogos sensibilizados foram lavados por quatro vezes com a solugdo de
lavagem (0,3% de leite em po, p/v; Tween-20 0,05%, v/v e PBS 1X) e, subsequentemente,
bloqueados com a solug@o de bloqueio (leite em p6 3%, p/v; EDTA 0.5M 0,4%, v/v; Tween-
20 3%, v/v, e PBS 1X, pH corrigido para 8.0) apds a incubagdo a 4°C por 16 horas e uma
hora adicional a 37°C. Os pogos foram novamente lavados e foram adicionados 100 pl do
anticorpo primario anti-aAl-1 produzido em coelho (diluido 1:750 em PBS 1X) e a placa foi
incubada a 37°C por 2 horas e, apds, incubados por duas horas a 37°C com 100 pL do
anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina produzido em coelho (diluido 1:5000
em PBS 1X). Entdo, ap6s a nova lavagem dos pocos, 150 pL de solucdo de revelacdao foi

adicionada (Img/ml de pNPP dissolvido em solu¢do 1 M de dietanolamina, 0.5 mM de
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MgCl2, pH 9.8). Apo6s 15 minutos de reacdo a absorbancia foi medida em A de 405 nm. A
curva padrao para quantificagdo foi produzida com a-All puro nas concentragdes de 0.125-8

ng.

Validacgdo in vitro da Atividade Inibitoria dos Inibidores Recombinantes Selecionados

contra ai-amilases do Bicudo do Algodoeiro

A atividade dos inibidores de oa-amilase recombinantes selecionados contra o-
amilases do bicudo do algodoeiro, previamente produzidos por meio das técnicas de DNA
shuffling e Phage Display (Del Sarto, 2007), foi preliminarmente analisada, entretanto, foi
conduzido com um pool de plantas. Nesta validagdo, plantas individuais da geragdo F2 foram
utilizadas. A geracdo foi obtida a partir do cultivo de plantas da geracdo F1 oriundas da
germinagdo de sementes das plantas transformadas. No método de tranformagao por imergao
do botdo floral as inflorescéncias de plantas adultas sdo mergulhadas em uma solugdo
contendo Agrobacterium tumefasciens transformado com o vetor da construgdo desejada
(Clough & Bent, 1998). Apos certo periodo de tempo, necessario para secagem das vagens €
obtencdo das sementes, estas sdo coletadas e germinadas e obtem-se a geracao F1 de plantas
que sdo caracterizadas quanto a presenga ou auséncia da construcao desejada por meio de
meio seletivo e PCR. Uma planta de cada construgdo, rica em folhas da geracdo F2 foi
utilizada para quantificagdo da expressao por ensaio de ELISA e no ensaio inibitorio de o-

amilases.

O método para andlise da atividade inibitoria das moléculas selecionadas contra o.-
amilases do inseto bicudo do algodoeiro utilizou acido dinitrosalicilico (DNS) como reagente
de mensuragao dos agtcares redutores liberados pela degradagcdo de amido apos a adigdo da

enzima (Bernfeld, 1955).

O ensaio inibitério foi realizado adicionando-se 85 pg de proteina proveniente do
extrato total de folhas de plantas de A. thaliana de cada um dos inibidores, AIC3, AIA1l e
AIG4 a uma unidade enzimatica de o-amilases de bicudo do algodoeiro. Uma unidade
enzimatica foi considerada como a quantidade de enzima necessaria para aumentar a ODssg
em 0.1 unidade. Para a inibi¢do a mistura enzima/inibidor foi incubada a 37 °C por 30 min,

posteriormente, foi adicionado 250 pl de solu¢do de amido 2% (p/v) e incubado por 20 min
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na mesma temperatura de inibigdo. Apds, 1 ml de solucdo de DNS foi adicionado e as
amostras foram fervidas com auxilio de ebulidor. Foram adicionados 10 ml de éagua e
aliquotas de 150 pl foram usadas para analise da ODssy com auxilio de leitor de microplaca.

Os ensaios foram realizados em triplicada.
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Resultados

Extracdo de Proteinas de Plantas de A. thaliana Geneticamente Modificadas

A metodologia para extra¢do de proteinas totais, de plantas de A. thaliana
geneticamente modificadas expressando os inibidores de a-amilase previamente selecionados
(Del Sarto, 2007) AIC3, AIA11l e AIG4 (sequéncias mostradas na Figura 4), favoreceu a
diminui¢do da presenca de agucares redutores presentes endogenamente. Estes provocavam
um aumento da absorbancia de cada amostra conduzindo a uma omissdo na atividade
enzimatica, assim como, na atividade inibitoria das proteinas recombinantes analisadas. Por
exemplo, no caso do inibidor recombinante AIA11, a primeira extragdo exibiu uma inibi¢do
de = 33% e na segunda uma de = 57%. A tabela 2 exibe a mensuragdo da quantidade de
acucares redutores que interferiam no ensaio de atividade amilasica usando DNS. As
amostras foram adicionadas a uma reacdao padrdo sem adicdo de amido, entretanto, apos a
simulagdo dos tempos de inibi¢do e degradagdo do substrato a mensura¢do observada foi
maior do que a reacdo contendo a enzima/amido. A extracdo inicial com o tampao de
atividade enzimatica permitiu a superacdo desse inconveniente € na subseqiiente extragdo
com a presenca do detergente neutro Triton X-100 foi possivel realizar a ruptura completa do
tecido vegetal. O extrato total protéico foi assim utilizado para os ensaios de inibi¢do contra

o-amilases do bicudo do algodoeiro.

Tabela 2: Mensuragdo da presenga de agticares redutores nas
amostras dos inibidores de a-amilase extraidos de plantas de A.

thaliana
Atividade  Desvio .
Amostras amilasica  padrao n°. Observacdes

AIC3* 288% 3% 3
AIA11* 151% 1% 2
All* 134% 3% 3
NT* 125% 5% 2
Enzima (AGA) 100% 2% -

*: nao foi adicionado amido a reagdo, DNS reagiu com agtcares

redutores da amostra
Del Sarto, 2007.

33



Analise da Expressdo dos Inibidores de a-amilase em plantas de A.

thaliana utilizando Western Blot e Ensaio de Elisa

A imunodetecg@o por Western blot dos inibidores de a-amilase selecionados contra
a-amilases do bicudo do algodoeiro foi realizada utilizando-se os AIC3 e AIA11 (Figura 4).
No experimento utilizando-se o extrato total de plantas de A. thaliana expressando esses
inibidores foi possivel observar que as proteinas recombinantes exibiram duas bandas
relacionadas as sub-unidades a e B do inibidor selvagem a-All de feijdo comum usado como
controle. Estas apresentaram massa molecular aproximada de 11 kDa e
14kDa, respectivamente. Esses resultados demonstram que os inibidores de interesse foram
processados no sistema de expressao utilizado conforme o inibidor selvagem. Isto sugere que
possivelmente as moléculas processadas encontram-se ativas para serem avaliadas quanto a
sua capacidade inibitoria de a-amilases de bicudo do algodoeiro. Na literatura h4 varios
relatos da expressdo ativa dos inibidores de o-amilase de feijdo em outras plantas como
ervilha, Cicer arietinum (chikpea), feijao azuki e tabaco (Morton et al., 2000; Sarmah et al.,
2004; Nishizawa, et al., 2006; Silva et al., 2000). Similarmente a estes relatos, em A. thaliana

foi possivel verificar o processamento pds-traducional semelhante aos inibidores parentais.

Apos a imunodetecgdo por Western blot o nivel de expressdo dos inibidores AIC3,
AlG4 e AIA11 foi avaliado por meio de ensaio de ELISA.

O inibidor parental a-All também expresso em A. thaliana foi quantificado da
mesma maneira que os inibidores recombinantes. A expressao relativa desses inibidores foi
determinada como porcentagem das proteinas totais extraidas das folhas de A. thaliana
expressando cada um desses (Figura 5). O inibidor AIC3 representa 0.2% das proteinas totais
das folhas das plantas geneticamente modificadas, o AIG4 0.23%, entretanto, a analise
estatistica dos dados demonstrou que ambos ndo possuem diferenga significativa na
expressdo (P value >0.05). O inibidor AIA11 foi produzido num nivel de 0.28% e o a-All

0.3%, e sao estatisticamente semelhantes (P value >0.05).
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AlC3

AlGd mmummﬂunmnmmnﬂumunnnmnumummum I

All AIETSFIEBAFNETNL LQGDATVSSIGILQLDSMEEAFYSAP 1QIRDSTTGNVA 60

Al2 ASDTSFNFYSFNETNL I LQGDATVSSKGYLQL==HTVDSMCSAFYSAPIQIRDSTTGNVA 58
AIC3 AIEETSFIIBREFNETNL 1 LQGDATVSSGNL QLEMNENMDSMERAFYSAP IQIRDSTTGNVA 60
AIA11 AIEETSFIIBAFNETNL 1 LQGDATVSSKGYLQL-=HTVDSMCSAFYSAPIQIRDSTTGNVA 58
AIG4 AIEETSFIIBAFNETNL I LQGDATVSSKGYLQL==HTVDSMCSAFYSAPIQIRDSTTGNVA 58
All SFDTNFTMN I FTRREANSGLDAYLVPVQPESKGETVTVEFDTFESR IS IDVNNEDIKS 119
Al2 SFDTNFTMN I TTQREANSV I GLDFALVPVQPKSKGHTVTVQFDTFRSRISIDVNNNDIKS 118
AIC3 SFDTNFTMN I FTRREANSYGLDAYLVPVQPESKGETVTVEFDTFESRISIDVNNNDIKS 120
AIA11 SFDTNFTMN I FTRREANSGLDAYLVPVQPESKGETVTVEFDTFRSRISIDVNNNDIKS 118
AIG4 SFDTNFTMN I TTQREANSV I GLDFALVPVQPKSKGHTVTVQFDTFRSRISIDVNNNDIKS 118
*

All VPWDREDYDGQNABVR I TYNSSTKVEEVSLSNPSTGKSNIVSTRREBEKERMDWWEVGFS 179
Al2 VPWDEQDYDGQNAKVR I TYNSSTKVLAVSLSNPSTGKSNEVSARMEVEKELDDWVRVGFS 178
AIC3 VPWDRIHDYDGQNABVR I TYNSSTKVLAVSLSNPSTGKSNEVSARMEVEKELDDWVRVGFS 180
AIA11 VPWDRIEDYDGQNABVR I TYNSSTKVEEVSLSNPSTGKSNIVSIRREBEKERDWVEVGFS 178
AIG4 VPWDEQDYDGQNAKVR I TYNSSTKVEEVSLSNPSTGKSNIVSIRREBEKERDWWEVGFS 178
All ATSCINBISNE TRoVLSWSFSSKFINIBRRESERSN IJLNFIL 222

Al2 AISGVHEYSFETRDVLSWSFSSKFS--QHTTSERSNILLNNIL 219

AIC3 AISGVHEYSFETRDVLSWSFSSKFS--QHTTSERSNILLNJIL 221

AlA11 ATSCINEISNE TROVL SWSFSSKFINMBRESERSN IJLNJIL 221

AIG4 ATSCINEISNE ToVLSWSFSSKFINIBRRESERFN IJLNJIL 221

Figura 3. Representagdo esquematica e alinhamento multiplo de sequéncia peptidica dos
inibidores de o-amilase selecionados contra c-amilases de bicudo do algodoeiro (Del Sarto,
2007). Em verde sdo mostrados os aminoacidos conservados entre os inibidores selvagens (o-
All e 2) e os variantes AIC3, AIA11 e AIG4, em azul os herdados pelo a-All e em amarelo
os do a-Al2. O alinhamento multiplo de sequéncias foi realizado pelo programa ClustalW
(www.expasy.org) Os residuos duplamente sublinhados indicam os residuos que formam os
dois loops principais (N e C-terminal) envolvidos na interacao enzima/inibidor (Grossi-de-Sa
et al.,, 1997; Silva et al, 2000;2004). (*) Indica a N77 envolvida no processamento pOs-
traducional (Young et al., 1999).
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Figura 4. Imunodetec¢do dos inibidores de a-amilase expressos em folhas de A.
thaliana geneticamente modificadas (Del Sarto, 2007). A analise da presenga dos
inibidores selecionados contra o-amilases de bicudo do algodoeiro foi realizada por
Western Blot partindo de proteinas totais de extratos foliares de plantas transformadas
com os inibidores de a-amilases AIC3 e AIA11l. Marc: marcador de massa molecular
Bech Mark protein ladder; AIl: inibidor de a-amilase 1 (a-All) de feijdo comum
(controle positivo); 3: extrato de folhas de plantas de A. thaliana nio transformada; 4:
planta transformada com o inibidor AIC3; 4: planta transformada com o inibidor AIA11.
As subunidades a e B que formam a molécula ativa do inibidor sdo indicadas pelas
setas.

Contudo, o nivel de expressdo dos inibidores AIC3 e AIG4 ¢ estatisticamente
diferente do nivel de expressdo de AIA11 e a-All (P value <0.05). Estes niveis de expressao
relativas foram determinadas em compara¢do com uma curva padrdo gerada com o inibidor
selvagem purificado (R?= 0,99). Os extratos protéicos quantificados foram entdo utilizados

para analise da atividade inibitoria de cada um dos inibidores.
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Figura 5. Analise da expressdo dos inibidores de o-amilase recombinantes expressos em
plantas de A. thaliana. O nivel de expressdo de cada planta foi determinado por meio de
ensaio de ELISA em comparagdo com uma curva padrio obtida a partir do inibidor selvagem
purificado.

Validagdo da Atividade Inibitdria dos Inibidores de a-amilase Recombinantes contra a.-

amilases do bicudo do algodoeiro

Previamente, a atividade dos inibidores recombinantes foi avaliada (Del Sarto, 2007),
entretanto, as proteinas utilizadas foram provenientes de um pool de plantas da geragdo F2 de
A. thaliana geneticamente modificadas. Dessa forma, complementarmente, apds a producdo
das proteinas de interesse em plantas da geracdo F2, os ensaios foram realizados para
validagdo da atividade dos inibidores AIC3, AIA11 e AIG4 contra a-amilases do bicudo do
algodoeiro utilizando plantas individuais e ndo uma misturas de plantas expressando o
mesmo inibidor. No estudo prévio foram selecionados 31 inibidores variantes, contudo,
apenas trés foram objeto de analise nestes ensaios, restando os outros para futuros estudos
quanto a sua efetividade contra as a-amilases do inseto usado para selecdo. A concentracao
que foi utilizada nos ensaios foi de aproximadamente 35 nM para AIC3, AIA11, AIG4 e a-
All. O inibidor selvagem foi testado apds sua produgdo no mesmo sistema de expressao
utilizado para obtencdo das proteinas recombinantes selecionadas previamente visando

assegurar que a possivel atividade encontrada pudesse ser artefato indesejado desse sistema.
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Assim, a inibicdo observada para os as proteinas recombinantes foi de: AIC3 inibiu 77%,
AIAT11 inibiu 57% e AIG4 inibiu 74% (Figura 6). O inibidor selvagem a-All ndo foi capaz
de reduzir a atividade amilésica das enzimas do bicudo do algodoeiro, assim como, extrato
protéico de plantas de A. thaliana nao transformada (Figura 6). Analise estatistica dos dados
permitiu afirmar que os valores encontrados para os inibidores recombinantes (AIC3, AIA11
e AIG4) foram significativamente diferentes dos encontrados para o inibidor a-All, planta
nao transformada (NT) e a amostra contendo apenas a-amilases do bicudo do algodoeiro
(enzima), P value <0.05 (Figura 6). Estes resultados coincidem com os encontrados
anteriormente pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Interagdo Molecular Planta Praga em
analise de pool de plantas de A. thaliana de geragdo F1 expressando os inibidores

recombinantes selecionados (Del Sarto, 2007).
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Figura 6. Analise da inibigdo de o-amilases do bicudo do algodoeiro provocada por
inibidores de a-amilase expressos em plantas de A. thaliana. * A inibi¢do encontrada para as
moléculas recombinantes foi estatisticamente significante (P<0.05). ** Os valores de
atividade amildsica das amostras contendo o inibidor o-All, extrato de planta ndo
transformada (NT) e a-amilase de bicudo de algodoeiro sdo estatisticamente similares
(P>0.05). ANOVA e teste de Comparagao Multipla de Tukey’s foram calculados por meio
do programa PrismS5.
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Capitulo 111

Avaliacdo da Atividade de Defensinas Recombinantes de Ervilha

(Drr230a) e Girassol (SD2) produzidas em Pichia pastoris

Introducéo

Peptideos antimicrobianos sdo moléculas constantemente utilizadas por varios
organismos como mecanismo de defesa fazendo parte da imunidade inata, inclusive no reino
vegetal (Thomma et al, 2002; Carvalho ¢ Gomes, 2009; Padovan et al, 2010). Dentre os
peptideos antimicrobianos utilizados pelas plantas incluem-se as proteinas pertencentes a

classe das defensinas vegetais (Padovan et al, 2010).

DEFENSINAS VEGETAIS

Dentro do género dos peptideos antimicrobianos vegetais as defensinas sdo um dos
grupos mais bem caracterizados. Existem centenas de membros relatados, ocorrendo em
varias espécies vegetais das familias Amaranthaceae, Arecoidaea, Asteraceae, Brassicaceae,
Convolvulaceae, Chenopodiaceae, Curcubitaceae, Fabaceae, Solanaceae, dentre outras.
Ainda, os dados disponiveis na literatura demonstram a sua natureza diversificada em relagao
a sua distribuicdo ao longo da planta estando presentes em folhas, caules, inflorescéncias
sementes, polen, frutos e etc. Também, os relatos bibliograficos demonstram varias
atividades biologicas das defensinas vegetais sendo ativas contra fungos, bactérias Gram
negativas e positivas, tolerancia a metal, efeito inibitdrio de enzimas como a-amilases e
proteases, envolvimento com processos relacionados a desenvolvimento, dentre outros

(Carvalho e Gomes, 2009).

Os peptideos antimicrobianos foram inicialmente designados como defensinas pela
sua marcante caracteristica estrutural e funcional relacionada as defensinas caracterizadas de

mamiferos e insetos (Terras et al., 1995).
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Estruturalmente, as defensinas sdo proteinas de baixa massa molecular compostas por
~ 44-60 aminoacidos com caracteristica basica e alto conteudo de cisteinas em sua estrutura,
geralmente conservada entre os seus representantes ao longo do reino vegetal (Thomma et
al., 2002; Carvalho ¢ Gomes, 2009; Padovan et al., 2010). Comumente, as defensinas sdo
sintetizadas com um peptideo sinal para direcionamento extracelular e a regido referente a
proteina madura. Esta possui pl altamente basico (= 9) com 8 cisteinas conservadas e
envolvidas em pontes dissulfetos que s3o responsaveis pela estabilidade da estrutura
tridimensional. O motivo estrutural CSaB normalmente visualizado nesta familia de
peptideos antimicrobianos ¢ compartilhada também com outros grupos. A estrutura resolvida
de um dos representantes mais bem estudados pertencente a essa classe de moléculas, Rs-
AFP1, foi determinada por Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e foi demonstrada uma
estrutura globular composta de uma folha 3, uma a-hélice e mais duas folhas B (Baf3) com
as cisteinas formando o motivo caracteristico CSafy (cysteine stabilized of3). As pontes
dissulfetos se distribuem entre Cis;; e Cisys na o-hélice e Cisys € Cisy; na terceira folha f3,
Cis;s na primeira folha B e Cis;z¢ na terceira e finalmente Ciss e Ciss; ligando as regides N e
C-teminal (Kobayashi et al., 1991 ; Cornet et al., 1995, Almeida et al., 2002). Estas proteinas
sdo moléculas anfipaticas e estudos demonstram que o possivel mecanismo de acdo que
explica a atividade antimicrobiana estd relacionado a sua interagdo com a membrana do
organismo alvo provocando varios efeitos adversos, dentre eles, a ruptura da membrana

(Pelegrini et al., 2011; Lay et al., 2005).

A atividade biologica das defensinas vegetais inclui a capacidade de inibir a traducao
de proteinas em sistemas cell free, de inibir enzimas hidroliticas, como o-amilases ¢
proteases, de mediar tolerancia a zinco, de modificar o estado do acido ascérbico, de bloquear
canais i0nicos e finalmente de controlar a atividade microbiana incluindo fungos e bactérias

(Pelegrini et al., 2011; Carvalho e Gomes, 2009).

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE DEFENSINAS VEGETAIS

Os estudos relacionados a caracterizagdo da atividade bioldgica das defensinas
vegetais tém revelado que a maioria dessas moléculas sdo ativas contra fungos, inclusive os
causadores de doengas de interesse agrondomico. Entretanto, relatos significativos tém
mostrado que elas também possuem a capacidade de inibir bactérias Gram negativas e

positivas (Carvalho e Gomes, 2009; Stotz et al., 2010; Pelegrini et al., 2011).
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Além de inibir fungos como Aspegillus niger, Neurospora crassa, Saccharomyces
cerevisiae também inibem fungos fitopatogénicos como Collethotricum lindemuthianum,
Fusarium culmorum, F. decemcellulare, F. graminearum, F. oxysporum, F. verticillioides,
dentre outros, e patogénicos como Candida albicans, Phytophthora infestans e P. parasitica
(Carvalho e Gomes, 2009).

Em relacdo a capacidade de inibi¢do do crescimento de bactérias ja foram
encontradas defensinas com atividade contra as pertencentes ao grupos das Gram negativas
como Agrobacterium tumefasciens, E. coli, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium e etc.,
e Gram positivas como Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e etc
(Carvalho e Gomes, 2009)

Ainda, ha relatos da atividade anti-transcriptase reversa de HIV-1 in vitro
demonstrada para as defensinas RBAFP, PBAFP, sesquina e vulgarinina (XY et al., 2001;
XY etal., 2002, Wong et al., 2005a e b).

O mecanismo de agdo dessas proteinas ainda nao foi completamente elucidado,
entretanto, estudos especificos mostraram que provavelmente cada defensina age de uma
maneira relativamente diferente, por exemplo, interagindo com alvos na membrana,
provocando desbalanco idnico, interagindo com alvos intracelulares (nuclear ou
citoplasmatico) ou ainda provocando a geracdo de espécies reativas de oxigénio (Carvalho e
Gomes, 2009, Stotz et al., 2010). No caso da a¢do bacteriana existem basicamente trés
hipdteses para o mecanismo de acdo dessas moléculas. No modelo Barrel-Stave, onde o
peptideo monomericamente ou oligomericamente interage com a membrana e os residuos
positivamente carregados se ligam a regido polar de fosfolipideos alcangando uma
determinada concentracdo, hd a formagdo dos poros. No modelo Toroidal a principal
diferenca entre o modelo barrel-stave ¢ o tipo de poro formado. No modelo Carpet os
mondmeros ou oligdmeros se ligam a membrana de maneira que a regido hidrofilica fica
voltada para o solvente ¢ a hidrofobica para a membrana e apds alcangar uma concentragao
limite ocorre aumento da sua permeabilidade facilitando a formagao de poros e desintegragao

(Pelegrini et al., 2011).

Neste estudo as defensinas vegetais de ervilha, DRR230a (Lai et al., 2002), e girassol,
SD2 (Canal et al., 2000) foram expressas na levedura metilotrofica Pichia pastoris, e
utilizadas para avaliagdo da atividade antimicrobiana contra fungos fitopatogénicos
(Collethotricum gossypii var cephalosporioides, Fusarium solani sp glycine), bactérias
patogénicas (Escherichia coli, Proteus sp., Salmonella sp.), e entomopatogénicas (Bacillus

thunringiensis kustaki).
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Previamente, a caracterizagdo molecular da defensina DRR230a foi conduzida por
Lai et al. (2002). Neste estudo foi demonstrada a presenga da defensina nas folhas maduras e
jovens, caule, raiz, flores e vagens e também em tecidos infectados com patdgenos fingico e
bacteriano. Adicionalmente, plantas de tabaco foram transformadas utilizando-se a defensina
DRR230a e amostras de extratos semipurificados foram capazes de controlar o crescimento
de fungos fitopatogénicos como Asochyta pinodes, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
dentre outros. Entretanto, o autor discute sobre a interferéncia no resultado decorrente de

componentes das plantas de tabaco. Requerendo estudos adicionais para efetiva confirmacao.

Em rela¢do a defensina SD2, Urgandarin et al., (2000) publicou a caracterizacdo
molecular desta defensina. Esta ¢ expressa em inflorescéncia de girassol € ha um aumento na
acumulagdo do transcrito do gene SD2 durante o estagio de desenvolvimento da flor, como
flor fechada, emergéncia da antera, emergéncia do estigma no tubo da antera (estagio que
caracteriza a flor madura) e flor fertilizada. Estas andlises sugerem que a proteina esteja

envolvida com a defesa da estrutura reprodutiva do girassol.
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Objetivo Geral

Caracterizar a atividade bioldgica das defensinas vegetais recombinantes de ervilha

(DRR230a) e girassol (SD2) contra fungos fitopatogénicos e bactérias.
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Objetivos Especificos

1. Expressar as defensinas vegetais em Pichia pastoris;

2. Purificar as defensinas vegetais recombinantes por meio de cromatografia de

afinidade usando metal quelado;

3. Avaliar a atividade das defensinas vegetais recombinantes por meio de ensaio de

inibi¢do de crescimento de hifas de fungos fitopatogénicos;

4. Avaliar a atividade das defensinas vegetais recombinantes por meio de ensaio de

germinagdo de esporos de fungos fitopatogénicos;

5. Avaliar a atividade das defensinas vegetais recombinantes por meio de ensaio de

inibi¢do de crescimento bacteriano em meio liquido.
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Materiais e Métodos

Sub-clonagem e Expressdo dos genes de defensinas Drr230a e SD2 em

Pichia pastoris

O gene da defensina DRR230a foi gentilmente cedido pelo pesquisador do Instituto
de Biotecnologia Vegetal do Centro Nacional de Pesquisa do Canada, Pierre R.Forbet. O
gene da defensina SD2 foi gentilmente cedido pela pesquisadora do Instituto de Investigacdes

Biologicas da Universidade de Mar del Plata, Maria Carina Urdangarin.

Foram realizadas, separadamente, reagdes de PCR utilizando os plasmideos contendo
os genes Drr230a (genbank accession AF525685) e SD2 (genbank accession AF178634)

como moldes. Os primers que foram utilizados sdo mostrados abaixo:

DRR230a01For 5’gccgaattcaacacatgtgagaac3’
DRR230a02Rev 5’tgggcggccgctcaatgatgatgatgatgatggcagtttttagtacaccaacagcgaaagtcate 3’
SD2 For 5 ggggaattcaggacatgtgagtcgcagage 3°

SD2 Rev 5’gaggcggcecgctcagtggtggtggtogtgatgacaatgegtagtacagaaacaccgteg tcgaaacceecg 3°

A reacdo de PCR inseriu os sitios para as enzimas de restricdo ECORI and NotI nas regides 5’
e 3’°, respectivamente, dos genes de defensinas. Para auxiliar o processo de purificagdo da
proteina recombinante foi inserido na regido 3’, ainda, uma cauda contendo seis histidinas em
série (6xHIS). As condigdes utilizadas para as amplificagdes foram: 94 °C, 30 s, 58 °C, 30 s,
72 °C, 30s durante 30 ciclos. Os amplicons gerados foram recuperados apés eletroforese em
gel de agarose 1,5% (p/v) e subclonados no plasmideo de replicagio pGEM-T easy”, e
subsequentemente propagado em E. coli, linhagem XIl1-Blue. Apds, os plasmideos
resultantes, pGEM/Drr230a e pGEM/SD2, foram digeridos primariamente com a enzima
Notl e posteriormente com a ECORI utilizando a relagdo enzima/DNA segundo o fabricante
das enzimas (Invitrogen, Co). Concomitantemente, o vetor pPICZaA"® (Invitrogen Co.) foi
digerido com as mesmas enzimas para geragcao de extremidades complementares nas regioes
5’ e 3°. Entdo, foram preparadas reagdes de ligacdo onde foram adicionados os genes das
defensinas Drr230a e SD2 e o plasmideo (pPICZaA) na relacdo molar de 5:1 contendo T4

DNA ligase (1U) e o seu tampao de reacao (Invitrogen, Co). A reacdo foi mantida em Banho
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Maria a 15 °C, por aproximadamente 16 h. Apds, o produto da ligacdo dos dois genes foram
usados para transformacdo de células competentes de E. coli (XL-1 Blue), via eletroporagéo.
Os genes de interesse foram clonados em fase com o fator de secre¢do sexual (mating a-
factor secretion signal) e sob controle do promotor de alcool oxidase I. A presenca dos genes
das defensinas nas constru¢des foi confirmada por digestdo com as enzimas de restri¢do
utilizadas para a sub-clonagem (= 5ug de DNA e propor¢do de unidades enzimaticas
utilizadas conforme o fabricante) e sua integridade analisada por meio de sequenciamente
automatico (ABI sequencer -Perkim-Elmer) utilizando os oligonucleotideos iniciadores

pAOXI1 sense e antisense (sequéncia disponivel no manual da Invitrogen, Co).

Transformacao de Pichia pastoris

Apds a confirmacdo da presenca dos genes de DRR230a e SD2 no plasmideo de
expressao, 20 pg de DNA dessas construgdes foram linearizados com a enzima Sacl e usados
para eletroporagdo de células eletrocompetentes de P. pastoris, linhagem X-33 usando as
condic¢des de fornecidas pelo fabricante. Os clones resultantes foram selecionados em placas
contendo meio YPD solido (1% extrato de levedura, p/v; 2% glicose p/v; 2% peptona p/v,
1,5% Agar, p/v) e o antibidtico zeocina (100 pg/ml) e confirmados por meio de PCR.
Aditivamente, esses clones foram re-analisados em placas com uma maior concentragdo de
zeocina (500 pg/ml). Assim, clones com mais de uma inser¢ao no genoma da levedura foram

selecionados para os experimentos de expressao de acordo com Vassileva, 2001 e Chugh et

al. 2001.

Expressdo de Defensinas Vegetais (DRR230a e SD2) em Pichia pastoris

Um clone previamente selecionado de cada construcdo de defensinas foi inoculado
em 2 ml de meio YPD liquido (sem adigdo de Agar) e incubado por 12h a 28 °C, 200 rpm.
Entdo, o indculo foi adicionado a 200 ml de meio BMG (1,34% de base nitrogenada de
levedura, p/v, 1% de glicerol, p/v, 4x107°% de biotina, p/v, 100 mM de tampao fosfato de
potassio, pH 6,0) e incubado até alcangar ODggonm de 20 (aproximadamente 24h). Apos, as
células foram concentradas por meio de centrifugacdo a 1500 g, 5 min, e¢ foram

ressuspendidas em 200 ml de meio BMM (1,34% base nitrogenada de levedura, p/v, 1% de
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metanol, p/v, 4x10°% de biotina, p/v, 100 mM de tampdo fosfato de potassio, pH 6,0). Os
inoculos foram incubados por 48h a 28°C, 200 rpm. Finalmente, foram centrifugados e os
sobrenadantes recolhidos e analisados em SDS-Trycine-PAGE (Schagger & Von Jagow,
1987).

Purificacdo de rDRR230a e rSD2 por IMAC

A purificacdo das defensinas vegetais expressas em P. pastoris foi realizada
utilizando cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC). O extrato total
produzido apos a expressao de cada uma das defensinas foi diluido em tampao de ligacdo
(100 mM tampao fosfato de sodio, pH 7.2; 500 mM NaCl) na proporg¢do 1:1 e aplicado na
coluna (1.6x 2.5 cm, 5 ml) His Trap FF (GE helthcare) equilibrada com o tampao de ligagao
(sete volumes em relacdo a coluna). Entdo a coluna foi lavada com o tampao de ligagdo (sete
volumes da coluna) adicionado de imidazole em baixa concentracdo (20 mM). As proteinas
de interesse foram eluidas com o mesmo tampao contendo 500 mM de imidazole (sete
volumes) usando o fluxo de 1 ml/min. As amostras coletadas foram analisadas em SDS-
Trycine-PAGE 14%, a fracdo contendo as defensinas recombinantes foram dializadas,

liofilizadas e solubilizadas em agua milli-Q.

Avaliacdo de Atividade Antifungica e Antibacteriana

Bioensaios contra Fungos Fitopatogénicos

A defensinas recombinantes foram testada contra os fungos Fusarium solani sp

glycine isolado de soja, Collethotricum gossypii var. cephalosporiodes isolado de algodao.

Os esporos foram produzidos pela inoculacdo dos fungos em meio PDB solido
(Potato dextrose broth, acessado FDA, 2010) e incubag¢do durante o tempo necessario para
esporula¢do de acordo com a espécie (5 dias F.solani sp. glycine e 10 dias C. gossipy var
cephalosporioides). Os esporos foram coletados pela adicdo de 1 ml de 4dgua estéril as placas

e leve agitagdo. A solugdo foi coletada e os esporos contados em cdmara de Newbauer.
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Primariamente, 10ul de uma solugdo de esporo (10%) foi adicionada a 80ul de meio
PDB, 200g de batata em infusdo, 20 g de dextrose para volume final de 11 (Potato dextrose
broth, acessado FDA, 2010). Entdo, foi adicionada uma concentragdo crescente de rDrr230a e
rSD2 completando o volume final de 100ul em placa de 96 pogos estéril. O crescimento
flingico, assim como sua inibi¢cdo foram analisados por meio da adi¢do de agua e peréxido de
hidrogénio, respectivamente, como controles negativo e positivo da inibigdo. As placas de 96
pocos foram incubadas a 28°C no escuro por 48h e entdo a ODggonm foi mensurada em leitor

de microplaca (BIORAD) (Broekaert et al., 1990).

A avaliacdo do potencial de inibi¢do de germinagdo de esporo foi realizada com a
adi¢do de 5ul de solucdo de esporo a 15ul de solucao das defensinas (25 ng/pl) e a mistura
foi incubada a 28°C por 12h. A germinagdo de esporos foi analisada pela contagem em
camara de Newbauer e registrada fotograficamente em microscopio optico (Broekaert et al.,

1990). Todos os ensaios foram realizados em triplicada.

Bioensaios contra Bactérias

Ainda, a defensina rDRR230a foi utilizada para a realizacdo de bioensaio para
avaliacdo da sua atividade antibacteriana. A defensina recombinante foi testada contra as
seguintes espécies de bactérias: Escherichia coli, Salmonella sp., Proteus sp. e Bacillus
thuringiensis. Uma colonia isolada fresca de cada bactéria foi inoculada em 3 ml de meio LB
e incubada por 12 h, na temperatura de crescimento ideal in vitro (37°C para as bactérias
patogénicas e 30°C para a entomopatogénica), a 180 rpm. Apos, as culturas foram diluidas 20
vezes (para ODgyp de 0,1) no mesmo meio e entdo a proteina foi adicionada nas
concentragdes de 16, 32, 64, 128 ng/ul. A ODg das culturas foi registrada apos 60, 120, 180
e 240 min de crescimento. Como controle positivo da inibicdo foi usado o antibidtico

clorafenicol na concentragao de 25 pg/ml.
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Resultados

Sub-clonagem e Expressdo dos genes de defensinas DRR230a e SD2 em

Pichia pastoris

As defensinas vegetais recombinantes foram subclonadas no plasmideo pPCIZaA®
(Invitrogen, Co.) para expressdo na levedura P. pastoris. Este plasmideo foi escolhido por
possuir um peptideo sinal (fator a de Saccharomyces cerevisiae) que possibilita a secrecdo da

proteina de interesse facilitando a sua recuperagao apos a expressao.

Ainda, os genes clonados no plasmideo ficam sob controle do promotor AOXI
(promotor alcool oxidase I), que ¢ induzido por metanol. Esta caracteristica possibilita que
proteinas sejam produzidas apds a densidade populacional das leveduras atingirem o nivel
desejado. Isso, minimiza a possibilidade da proteina de interesse provocar algum efeito
adverso ao organismo geneticamente modificado que produz a proteina recombinante. Ainda,

o plasmideo possui o gene Sh ble que confere resisténcia ao antibidtico Zeocina™.

O plasmideo possibilita a fusdo do epitopo c-myc a proteina recombinante, entretanto,
foram adicionados os nucleotideos codificantes para a cauda de histidina (6xHIS) e um stop
codon aos genes de interesse de forma a eliminar a presenca do epitopo (Figura 7a). Apds a
sub-clonagem dos genes das defensinas DRR230a e SD2 no vetor de expressdo e
transformagdo de células competentes de E. coli, clones foram selecionados em placas
contendo zeocina. O DNA plasmideal de cinco (05) coldnias resistentes ao antibiotico foi
extraido e digerido com as enzimas ECORI e Notl para verificacao da presenca dos genes das
defensinas. Apos analise da digestdo por eletroforese em gel de agarose foram visualizados
os fragmentos referentes ao plasmideo pPICZa.A com aproximadamente = 3,6 kb e aos genes
das defensinas vegetais com = 180 pb (Figura 7b). O sequenciamente automatico do DNA
plasmideal dos clones positivos (Figura 7b) confirmou a integridade do cassete de expressao.
O alinhamento automatico utilizando os genes depositados no banco de dados e as sequéncias
oriundas do sequenciamento das defensinas sdo mostrados na figura 8. Os sitios das enzimas
de restricdo ECORI (5°) e Notl (3°) foram identificados a montante e a jusante dos genes,
respectivamente. Ainda, antes do sitio de Notl encontram-se compreendidas as sequéncias
codantes para a cauda de histidina (6xHIS) e logo apds o stop cddon, conforme a simulagdo
in silico da clonagem. Também foi identificada a sequéncia referente ao peptideo sinal do

fator o para secrecao das proteinas (dados ndo mostrados).
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Figura 7. a) Representagdo esquematica do plasmideo resultante da sub-clonagem dos genes das defensinas vegetais Drr230a (genbank accession
AF525685) e SD2 (genbank accession AF178634) no plasmideo pPICZaA® (Invitrogen, Co.) para expressio em levedura Pichia pastoris. b)
Eletroforese em gel de agarose das digestdes dos plasmideos pPICZaA/Drr230a e pPICZaA/SD2 utilizando as enzimas ECORI e Notl. As setas indicam
os fragmentos resultantes de ~ 3,6 Kb (pPICZaA) e = 180 pb (defensinas vegetais).
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| | I | I I | | | |
DRR230A = e e e AACACATGTGAGAATTTGGCTGGTTCATATAAGGGAGTATGCTTCGGTG
pAOX 37 (1) GCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTIUYIRISAACACATGTGAGAACTTGGCTGGTTCATATAAGGGAGTATGCTTCGGTG
pAOX 37 (11) GCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGGGEAAIMI®AACACATGTGAGAACTTGGCTGGTTCATATAAGGGAGTAAGCTTCGGTG
pAOX 57 (111) GCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGC TIYNRI®AACACATGTGAGAACTTGGCTGGTTCATATAAGGGAGTATGCTTCGGTG

I | I | | | | | | | I | | | | | |
DRR230A GATGTGACCGTCACTGTAGAACACAAGAGGGCGCAATTAGCGGCAGATGCAGGGATGACTTTCGCTGTTGGTGCACTAAAAACTCT ——————————————
pAOX 3~ (1) GATGTGACCGTCACTGTAGAACACAAGAGGGCGCAATTAGCGGCAGATGCAGGGATGACTTTCGCTGTTGGTGTACTAAAAACTGC
pAOX 37 (Il) GATGTGACCGTCACTGTAGAACACAAGAGGGCGCAATTAGCGGCAGAAGCAGGGATGACTTTCGCTGTTGGTGTACTAAAAACTGC
pAOX 5”(111) GATGTGACCGTCACTGTAGAACACAAGAGGGCGCAATTAGCGGCAGATGCAGGGATGACTTTCGCTGTTGGTGTACTAAAAACTGC

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
EEET] EETEY PEPE) EEFE EEEEY CETE) PEEEY PR FEEE EEEE EETE EET PR R EEEE EEEEY B B B B
DRR230A @ m e e
pAOX 3~ (1) clofelelo{ele]6 CAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTTGC
pAOX 37 (I11) clofelele{ele]6 CAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCACCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGC
pAOX 57 (I111) clofelele{ele]6 CAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGC

SD2 e AGGA 4
PAOX 5 (111) TTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTEYNRISAGGA 348
PAOX 3° (1)  TTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTENNRISAGCA 839

SD2 CATGTGAGTCGCAGAGCCACAAGTTCAAGGGGACGTGCTTGAGCGACACCAACTGTGCCA 64
pAOX 57 (111) CATGTGAGTCGCAGAGCCACAAGTTCAAGGGGACGTGCTTGAGCGACACCAACTGTGCCA 408
pAOX 3~ (D) CATGTGAGTCGCAGAGCCACAAGTTCAAGGGGACGTGCTTGAGCGACACCAACTGTGCCA 899

SD2 ACGTGTGCCACTCTGAGAGGTTTTCTGGTGGCAAATGCCGTGGGTTTCGACGACGGTGTT 124

pAOX 57  (11l) ACGTGTGCCACTCTGATTTGTTTTCTGGTGGCAAATGCCGTGGGTTTCGACGACGGTGTT 468

pAOX 37 (1) ACGTGTGCCACTCTGAGAGGTTTTCTGGTGGCAAATGCCGTGGGTTTCGACGACGGTGTT 959

SD2 TCTGTACTACGCATTGT == == ————m—m o oo oo 141

pAOX 5% (111) TCTGTACTACGCATTGT] JICACleelcleoleleCACCTTTTCTAGAA 528

pAOX 37 (1) TCTGTACTACGCTTTGT| clofelelofelel® CAGCTTT-CTAGAA 1018
Figura 8. Seqiiéncias obtidas a partir de sequenciamento automatico dos plasmideos construidos com os genes das defensinas vegetais Drr230a e SD2 e o vetor
para expressdo em Pichia pastoris. a) Drr230a (genbank accession AF525685), o alinhamento foi realizado por meio do programa Multalin (expasy.org). b) SD2
(genbank accession AF178634), o alinhamento foi realizado por meio do programa Clustal-W (expasy.org). Em preto sdo exibidos os sitios das enzimas ECORI e

Notl, em cinza as sequéncias das defensinas vegetais, em azul a cauda de histidina (6xHIS) e em vermelho o stop codon.
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Transformacéo de Pichia pastoris

Apos a transformacdo de células competentes de P. pastoris os clones resultantes
foram desafiados em meio de cultivo contendo zeocina na concentracao de 50 pg/ml. O DNA
cromossomal extraidos dos clones positivos foi usado para a realizacdo de PCR utilizando os
iniciadores indicados pelos fabricantes do plasmideo e os que produziram fragmentos do
tamanho esperado (800pb) novamente forem semeados em meio de cultivo contendo
concentracdo elevadas do antibidtico para selecdo de clones com presumivel integragdo
multipla ao genoma da levedura selecionando-se 5 clones com maior potencial de producdo da

proteina recombinante.

Expresséo de Defensinas Vegetais (DRR230a e SD2) em Pichia pastoris

A expressao das defensinas vegetais foi inicialmente realizada em pequena escala com
clones que foram resistentes a alta concentracdo de zeocina e confirmados via PCR. Cinco (05)
clones de cada defensina foram submetidos a esse procedimento. O nivel de expressao
observada para cada um dos clones foi similar, variando de 0,3-0,35 ng/ul, para as defensinas
Drr230a e outro da SD2 e o procedimento em larga escala foi realizado para um clone de cada

gene.

A andlise em TRICINE-PAGE (Schagger & Von Jagow, 1987) das amostras coletadas
ao longo de 96h apos a indugdo da defensina Drr230a com metanol mostrou a presenga de
uma banda de =~ 6 kDa (Figura 9a) que foi confirmada como sendo a proteina rDrr230a por
meio da detec¢do por western blot utilizando o anticorpo anti-his tag (Figura 9b). Tanto no
TRICINE-PAGE (Schagger & Von Jagow, 1987), como na imunodetec¢do, amostras
coletadas da levedura selvagem ndo resultou na presenca de qualquer proteina de massa
molecular aproximada a da rDRR230a. Entdo, para produgcdo em massa da proteina de
interesse foi escolhido o tempo de 48h para reprodugdo do procedimento de expressdo, uma
vez que a cada 24h o as células eram semeadas em novo meio de cultura com o indutor

tornando o procedimento de obtencao da rDrr230a mais viavel.

Em relagdo a SD2, apés o TRICINE-PAGE (Schagger & Von Jagow, 1987) foi
possivel verificar uma banda protéica com massa molecular = de 6 kDa, referente ao tamanho

da proteina recombinante (Figura 9c). Entretanto, no western blot foi possivel apenas
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visualizar fracamente a presenca da rSD2 ao longo de 72h (Figura 9d). Todavia, as amostras
referentes a levedura selvagem nos tempos de 24,48 e 96h ndo exibiu proteina que pudesse
corresponder a rSD2. Assim, similarmente a rDrr230a, o tempo de 48h foi escolhido para

expressoes posteriores devido a viabilidade de execugao.

rDrr230a Controle rDrr230a Controle
& i— e
0 FEITT T TS LS S

Figura 9. Analise da expressdo das defensinas vegetais recombinantes rDrr230a e rSD2
produzidas em Pichia pastoris. A e C) Tricine-PAGE 15% das amostras coletadas durante a
inducdo da expressdao de rDrr230a e rSD2 corados com Coomassie blue G-250 e AgNO;,
respectivamente. B e D) Western Blot das amostras coletadas durante a indugao da expressao
de rDrr230a e rSD2. Marc: marcador de proteina Seeblue® plus2. As setas indicam as proteinas

recombinantes. (C+) controle positivo para o western blot.
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Purificacdo de rDRR230a e rSD2 por IMAC

Apds a expressdo em larga escala das defensinas vegetais rDRR230a e rSD2, o
sobrenadante coletado das culturas foi aplicado a uma coluna de niquel para purificacdo das
proteinas de interesse. A cromatografia de afinidade utilizando metal imobilizado possibilita
explorar a capacidade de ligagdo de residuos de histina em série (geralmente seis) a
determinados metais acoplados a matrizes amorfas. Neste estudo a coluna utilizada foi a
HisTrap™ FF Crude (GE). Esta coluna possibilita a aplicagdo direta sem a necessidade de
passos adicionais de “limpeza” da amostra. Entretanto, a quantidade de proteinas endogenas
secretadas pela levedura € relativamente pequena o que torna a coluna uma excelente aplicagao
para a obtengdo das defensinas vegetais recombinantes pela reduzida complexidade do
sobrenante contendo as proteinas secretadas. O procedimento de purificacdo foi realizado com
auxilio de bomba peristaltica e as amostras foram coletadas em fragcdes de 1 ml, analisadas em

TRICINE-PAGE (Schagger & Von Jagow, 1987) e por meio de western blot.

Na figura 10a é mostrado o gel de poliacrilamida e o western blot da purificacao da
defensina rDRR230a. A coloragdo com AgNO; permitiu visualizar a proteina recombinante
possivelmente num grau de pureza significativo em comparagdo ao extrato total e por meio do
western blot foi confirmado que a banda visualizada refere-se a rDRR230a. J& em relagdo a
defensina rSD2 a analise em gel de poliacrilamida corado com Comassie Blue G-250 mostrou
que majoritariamente a banda visualizada refere-se a proteina de interesse (Figura 10b).
Entretanto, a andlise em gel corado com AgNO; mostrou que, contrariamente a rDRR230a, a
amostra apos a purificagdo encontrava-se com contaminantes. Ainda assim, de acordo com a
sensibilidade da coloragdo com prata e Comassie Blue G-250 infere-se que os contaminantes
estejam em quantidades menores que 100 ng e maiores que 2 ng, conforme especificagcdes do

fabricante.

Apbs coleta das amostras poOs-purificacdo e analise da quantidade obtida por
densitometria em gel utilizando BSA como proteina padrao, foi possivel definir o rendimento

médio da expressao das defensinas rDRR230a, 3,5 mg/l e rSD2, 3 mg/l, respectivamente.
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Figura 10. Analise da purificagdo das defensinas vegetais recombinantes rDRR230a e rSD2
em cromatografia de afinidade usando metal quelado (IMAC). A e C) TRICINE-PAGE
(Schagger & Von Jagow, 1987) 15% das amostras purificadas de rDRR230a e rSD2 corados
com AgNo; e Coomassie blue G-250, respectivamente. B e D) Western Blot das amostras
coletadas durante a indugdo da expressao de rDRR230a e rSD2. As setas indicam as proteinas
recombinantes com aproximadamente 5 kDa e o controle positivo (C+) para o western blot.

Marc: marcador de proteina Seeblue®.
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Avaliacdo de Atividade Antifungica e Antibacteriana das Defensinas

Vegetais Recombinantes

Bioensaios contra Fungos Fitopatogénicos

A avaliagdo da atividade biologica da defensina vegetal rDRR230a foi verificada
inicialmente por meio de ensaio de inibi¢do de crescimento de hifas contra os fungos Fusarium
solani sp. glycine e Collethotricum gossypii var. cephalosporioides. Cabe ressaltar que cada
amostra foi adicionada a in6culos previamente preparados com a mesma quantidade de esporos
em meio especifico para avaliar o desenvolvimento das hifas e posteriormente foram incubados

durante o mesmo periodo de tempo para a mensuragao da ODg.

A inibicdo ocasionada pela defensina recombinante rDRR230a ao desenvolvimento das
hifas do fungo F. solani sp. glycine isolado de soja foi observada acentuadamente na
concentracao de 50 ng/ul, onde o desenvolvimento das hifas foi reduzido em 52% (de 0,8 da
amostra controle para 0,38 contendo a defensina na concentragdo citada), P value <0.05
(Figura 11). Aditivamente, a partir da menor concentra¢do testada, 5 ng/ul, também foi
possivel observar uma reducdo significativa de 25% (de 0,8 para 0,6), P value <0.05, no
desenvolvimento do fungo (Figura 11). Ainda, nas amostras contendo concentragdes
intermedidrias a inibicdo observada foi de: 10 ng/ul inibiu 27% (0,591), 25 ng/ul inibiu 36%
(0,515) e 35 ng/ul inibiu 43% (0,462) (P value <0.05). As analises estatisticas (ANOVA e teste
de comparagdao multipla de Tukey’s) foram realizadas por meio do programa Prism5 e os
valores obtidos para ODgyy das amostras contendo a defensina rDRR230a foram comparadas

com os valores obtidos para a amostra controle.

Secundariamente, a defensina rDRR230a também foi utilizada para avaliar o efeito no
desenvolvimento de hifas do fungo C. gossypii var. cephalosporioides isolado de plantas de
algoddo. Considerando a compara¢ao dos valores das ODgyy observadas para as amostras
contendo a proteina recombinante foi possivel observar que com 15 ng/ul o crescimento das
hifas do fungo desafiado foi reduzido em 80% (de 0,723 na amostra controle para 0,130 na

amostra contendo a defensina na concentragao citada) (P value <0.05).

Ainda, com o dobro dessa concentragdo 30 ng/ul, praticamente ndo houve
desenvolvimento de hifas (ODggy de 0,011), assim como na concentragdo quatro vezes maior,

60 ng/ul (ODggo de 0,01), P value <0.05, (Figura 12).
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Figura 11. Analise do crescimento de hifas do fungo fitopatogénico Fusarium solani sp.
glycine na presenga da defensina vegetal recombinante rDRR230a. A defensina vegetal foi

testada nas concentragdes de 5-50 ng/ul. ANOVA e Teste de comparagdo multipla de Tukey’s
foram calculados utilizando o programa Prism5. *** P<0.05, médias com diferenca

significativa.

Entretanto, na amostra contendo 0.2 ng/ul nao foi possivel observar qualquer efeito adverso

provocado pela defensina vegetal recombinante (ODg de 0,761), P value >0.05, (Figura 12).
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Figura 12. Analise do crescimento de hifas do fungo fitopatogénico Collethotricum gossypii
var cephalosporioides na presenga da defensina vegetal recombinante rDRR230a. A defensina
vegetal foi testada nas concentragdes de 0.2-60 ng/ul. ANOVA e Teste de comparagao
multipla de Tukey’s calculados pelo programa Prism5.**, *** P value <0.05, médias com
diferenca significativa. ns, P value >0.05, médias sem diferenca significativa).
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Ressalta-se que a inibi¢do do desenvolvimento de hifas provocada pela presenca da
defensina vegetal rDRR230a contra os fungos F. solani sp glycine e C. gossypii var
cephalosporioides, foi relativamente diferente entre si, uma vez que o segundo mostrou-se
mais sensivel ao efeito da proteina que o primeiro. Comparativamente, seria necessaria uma
quantidade aproximadamente oito vezes maior para se observar a inibi¢do do fungo F. solani

sp. glycine equivalente ao visualizado para o fungo C. gossypii var cephalosporioides.

A inibi¢do do desenvolvimento de hifas do fungo F. solani sp. glyine provocada pela
defensina vegetal rSD2 também foi observada. As concentragdes 5 (ODgoo 0,665), 10 (ODgo
0,633), 25 (ODgpo 0,686) e 35 ng/ul (ODggo 0,654) foram estatisticamente similares entre si (P
value >0.05), entretanto, diferentes da amostra controle (dgua) e a inibi¢do observada foi entre
15-21% (Figura 13). Contudo, a amostra contendo 50 ng/ul (ODggy 0,481)foi capaz de reduzir
em 40% o desenvolvimento do fungo testado. O valor de P da amostra comparado com o
controle (agua, ODgy 0,805) foi menor que 0.05, assim como, quando comparado com as

outras concentracoes testadas.
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Figura 13. Analise do crescimento de hifas do fungo fitopatogénico Fusarium solani sp
glycine na presenga da defensina vegetal recombinante rSD2. A defensina vegetal foi testada
nas concentragdes de 5-50 ng/ul. ANOVA e Teste de Tukey’s calculados pelo programa
Prism5.* ** *** P<().05, médias com diferenca significativa.

Em relagdo a inibigdo do desenvolvimento de hifas do fungo C. gossypii var.
cephalosporioides a defensina vegetal rSD2 foi capaz de reduzi-lo em mais de 70% nas

concentragdes de 75 (ODgoo 0,217), 150 (ODggo 0,202) e 300 ng/ul (ODgoo 0,102) quando

comparadas com a amostra controle (dgua, ODggy 0,776). A concentracdo de 60 ng/pl (ODgpo

58



0,463) foi capaz de reduzir em apenas 24% o desenvolvimento das hifas fingicas. A menor
concentracao testada (12 ng/pul, ODgp 0,916) ndo foi capaz de afetar o desenvolvimento do
fungo (Figura 14). A maior concentracdo avaliada 300 ng/ul reduziu 87% do crescimento das
hifas do fungo, entretanto, estatisticamente as concentracdes de 75 e 150 ng/ul sdo similares (P

value >0.05).

Analisando comparativamente a inibi¢cdo do desenvolvimento das hifas dos fungos F.
solani sp glycine e C. gossypii var cephalosporioides, a quantidade necessaria da defensina
vegetal rSD2 para resultar em uma inibi¢do similar, seria de 63 pg/ml e 50 ng/ul,
respectivamente, demonstrando que a sensibilidade dos fungos ¢ similar no caso da defensina

analisada.
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Figura 14. Avaliagdo do crescimento de hifas do fungo fitopatogénico Collethotricum
gossypii var cephalosporioides na presenca da defensina vegetal recombinante rSD2. A
defensina vegetal foi testada nas concentracdes de 12-300 ng/ul. ANOVA e Teste de Tukey’s
calculados pelo programa Prism5. *** P<(.05, médias com diferenca significativa. ns, P>0.05,
médias sem diferencga significativa.

A inibi¢do da germinagdo de esporos ocasionada pela presenca das defensinas vegetais
recombinantes também foi avaliada. Os esporos usados foram os dos fungos testados
anteriormente para a inibicdo de desenvolvimento de hifas, F. solani sp glycine e C. gossypii
var cephalosporioides. Foi possivel verificar que na concentragdo de 25 ng/ul a defensina

vegetal rDRR230a inibiu completamente a germinac¢do dos esporos do fungo C. gossypii var.
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cephalosporioides, agdo comparavel com o peroxido de hidrogénio (70 uM), reagente usado

como controle positivo da inibigdo (Figura 15).
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Figura 15. Bioensaio de germinag@o de esporos contra o fungo fitopatogénico Collethotricum
gossypii var. cephalosporioides usando as defensinas vegetais recombinantes rDRR230a e
rSD2. A concentragdo utilizada no bioensaio foi de 25 ng/ul. Os controles negativos (agua e
BSA , 10pg/ul) e positivo (perdxido de hidrogénio na concentracdo de 70 M) sd@o mostrados
na figura. A contagem e o registro da imagem foi realizado por meio de andlise em
Microscdpio Optico com aumento de 20x. Os ensaios foram realizados em triplicada. ANOVA
e Teste de Tukey’s calculados pelo programa Prism5. *** P<0.05, médias com diferenca
significativa. ns, P>0.05, médias sem diferenca significativa.

Entretanto, a defensina vegetal rSD2, contrariamente a rDRR230a, ndo provocou
qualquer efeito adverso a germinagdo do fungo mencionado acima (Figura 15). Estes
resultados sdo concordantes com os observados no ensaio de inibi¢do de germinacao de hifas.
Onde o fungo C. gossypii var cephalosporioides foi sensivel a partir de 1 ng/ul de rDRR230a e
>12ng/ul de rSD2 (Figura 12 e 14). Conjuntamente, estes resultados demonstram que nas
situagdes dos ensaios realizados, a defensina vegetal rDRR230a foi mais eficaz no controle de

C. gossypii var cephalosporioides do que a rSD2 nos dois métodos usados para avaliagao da
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atividade antifungica. Entretanto, as duas defensinas recombinantes demonstraram capacidade

em reduzir o crescimento do fungo analisado.

O segundo fungo avaliado quanto a inibigdo da germinagio de esporo foi o F. solani sp
glycine. Similarmente ao C. gossypii var. cephalosporioides, na concentracdo testada a
defensina vegetal rDRR230a foi capaz de inibir quase completamente a inibi¢do da germinagao
dos esporos em um nivel aproximado ao do controle positivo (Figura 16). Contudo, rSD2
novamente nao foi capaz de inibir a germinagdo dos esporos do fungo F. solani sp glycine,
mas, foi possivel verificar que a defensina provocou um efeito diferenciado as hifas, pois,
apresentaram sintomas de hiperramificacdo, diferentemente da amostra contendo apenas agua
(Figura 16). Se comparados os ensaios de inibicdo de germinacdo de esporos com o de
desenvolvimento de hifas para este fungo, no caso de rDRR230a, aparentemente ndo ha uma
relacdo, uma vez que na concentragdo de 25 ng/ul houve inibi¢do do crescimento das hifas em
37% e no caso de inibicdo de germinacdo de esporos o resultado foi de quase 100%.
Entretanto, o tempo de avaliagdo de cada um dos ensaios ¢ diferente, enquanto os esporos sao
incubados durante 12h, o ensaio de desenvolvimento das hifas dura 48h. Esta diferenca
metodologica € que permite avaliar a germinagdo e o desenvolvimento de hifas, observando-se

resultados relativamente diferentes.
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Figura 16. Bioensaio de germinagdo de esporos contra o fungo fitopatogénico Fusarium solani
sp. glycine usando as defensinas vegetais recombinantes rDRR230a e rSD2. A concentragdo
utilizada no bioensaio foi de 25 ng/ul. Os controles negativos (agua e BSA , 10ug/ul) e
positivo (peroxido de hidrogénio na concentracdo de 70 uM) sdo mostrados na figura. A
contagem e o registro da imagem foi realizado por meio de analise em Microscopio Optico em
aumento de 20x. Os ensaios foram realizados em triplicada. ANOVA e Teste de Tukey’s
calculados pelo programa Prism5. *** P<0.05, médias com diferenga significativa. ns, P>0.05,
médias sem diferenca significativa.
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Bioensaios contra Bactérias

As defensinas recombinantes rDRR230a e rSD2 foram utilizadas também para
avaliagdo da sua atividade antibacteriana. As bactérias patogénicas usadas nos ensaios foram,
Proteus sp., Salmonella sp. e E. coli, todas Gram negativas. Ainda, foi avaliado o efeito das
defensinas sobre a bactéria entomopatogénica Bacillus thunrigiensis sp. kustaki como
representante de bactérias Gram positivas. Entretanto, nenhuma atividade foi observada para a

rSD2 nos ensaios realizados.

Na figura 17 sdo mostradas as curvas de sobrevivéncia com os valores de inibi¢do
demonstrados em relagdo ao crescimento bacteriano apenas em meio de cultura nas condi¢des
ideais no periodo de tempo analisado. A defensina rDRR230a foi capaz de reduzir o
crescimento bacteriano das quatro espécies testadas, entretanto, o grau de reducdo foi
significativamente diferente entre elas. No caso de Proteus sp. apenas na concentragdo de 128
ng/ul foi possivel observar uma reducdo de 40% apds 120 minutos de incubacdo e nos tempos
de 180 e 240 min, 36 e 38%, respectivamente. Similarmente, o efeito adverso ocasionado a
bactéria E. coli s6 foi observado na maior concentra¢do testada (128 ng/ul) e reduziu o
crescimento em 20% apds 120 min de crescimento e 36% ap6s 180 min. Contudo, o efeito de
rDRR230a a bactéria Salmonella sp. ocorreu da seguinte maneira. Na concentragdo de 128
ng/ul ap6és 60 min de incubagdo houve uma redugdo de 37% no crescimento bacteriano, apos
120, 180 e 240 min houve de 70, 72 e 74%, respectivamente. Ainda, na concentragdo 2 vezes
menor (64 ng/ul) apos 120 min 49% do crescimento foi reduzido permanecendo até 240 min. E
finalmente, na concentragdao 4 vezes menor (32 ng/ul) apds 120 min foi possivel observar
reducdo no crescimento de 34%, atingindo o maximo em 180 e 240 min (36%).
Conjuntamente, estes resultados demonstram a sensibilidade diferenciada dessas bactérias
Gram negativas a defensina recombinante rDRR230a. A atividade da proteina recombinante
contra a bactéria Gram positiva B. thunrigiensis kustaki foi similar, apesar de menos
pronunciada, a encontrada para Salmonella sp. Na maior concentra¢do testada (128 ng/ul) a
inibicdo iniciou-se aos 60 min de crescimento (60%) e persistiu até¢ 240 min (72%), entretanto,
a maior inibicao observada foi ap6s 120 min (85%). Semelhantemente, este apice de inibigao
foi observado na concentragdo 2 vezes menor (64 ng/ul) onde aos 120 min de crescimento a
reducdo no crescimento bacteriano foi de 67%. Aos 60, 180 e 240 min o valor encontrado foi

de 48, 45 e 28%, respectivamente.
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Figura 17. Avaliagdo da atividade antibacteriana da defensina vegetal recombinante
rDRR230a. Os bioensaios foram realizados contra trés bactérias patogénicas (Gram negativas),
Proteus sp. (a), Salmonella sp. (b) e E. coli (c) e uma entomopatogénica (Gram positiva)
Bacillus thunringiensis (d). A porcentagem de inibi¢do resultou da comparacdo dos valores
obtidos em cada tratamento e os controles negativos (crescimento normal) nos tempos
analisados. No controle negativo as bactérias foram crescidas apenas em meio de cultura e no
controle positivo foi adicionado o antibiotico clorafenicol na concentracdo 2.5 pug/ml.
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Discussao

O nivel de expressdo observado para as plantas de A. thaliana geneticamente
modificadas com os inibidores Recombinantes AIC3, AIG4 e AIAll, assim como para o
inibidor selvagem oa-All foi compativel com a for¢a do promotor 35SCaMV dobrado. Por
exemplo, o inibidor de Phaseolus coccineous produzido em plantas de tabaco corresponderam
a 0,05% das proteinas soltveis totais (Pereira et al., 2006). Neste trabalho os inibidores em
geral corresponderam a quase 10 vezes a produgdo obtida com plantas de tabaco expressando
a-AlPcl. Ainda em compara¢do com a expressao de inibidor em plantas de tabaco, o inibidor
Rye III foi produzido num nivel de cerca 0,3% (Dias et al., 2010), similar ao observado neste
trabalho. Contudo cabe ressaltar que ambos inibidores foram expressos sob controle do

promotor de fitohemaglutinina tecido especifico.

A atividade detectada para os inibidores recombinantes AIC3, AIG4 e AIA11l foi
similar a inibicdo observada para as a-amilases de Cryptolestes ferrugineus e Tribolium
castaneum onde 50% de inibi¢ao foi obtida com 10.9 ¢ 4.2 nM e 2.4 ¢ 4.8 nM de a-All, em
pH 4.5 e 6.0, respectivamente (Kluh et al., 2005). Entretanto, cabe salientar que as moléculas
selvagens nao possuiam atividade inibitoria contra amilases do bicudo do algodoeiro e que a
geracdo destes mutantes com atividade similar aos encontrados naturalmente ¢ algo de
relevante importincia para o desenvolvimento de estratégias de controle da praga. Ainda, a
inibi¢do de 50% da atividade das a-amilases de Hypothenemus hampei utilizando o inibidor
a-AlPcl expresso em tabaco foi obtida apenas com mais de 75 ng do inibidor (Pereira et al.,
2006). Entretanto, o inibidor a-AlIPc1 foi testado com o extrato intestinal de H. hampei que
possui majoritariamente duas a-amilases (Valencia, et al., 2000). O inibidor de feijao comum,
PvCALl inibiu a ZSA com a concentragdo de 5.5 e 9 uM, restando apenas 10% de atividade
amilolitica residual (Dayler et al., 2005). A inibicdo de 60% da atividade amilasica das o-
amilases do bruquideo A. obtectus, AoAl e AoA2 provocada pelos inibidores de trigo 0.19 e
0.53, foi alcangada com a concentrag@o de 3,75 uM e 2.5 uM, respectivamente (Franco et al.,
2005). Recentemente, Wang et al., (2011) caracterizou a atividade de a-Als purificados de
acessos de feijdo mutantes contra a-amilase pancredtica de porco. Foi observado que a
quantidade de inibidores necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica variou de 0,4 pug a
0,59 pg. Por outro lado, os inibidores recombinantes gerados por técnicas mutacionais e
produzidos em A. thaliana foram de 4 a 5 vezes mais ativos que os Als selvagens de acessos

de feijao mutantes. No mesmo contexto, Mehrabadi, et al., (2012) caracterizou a capacidade
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inibitéria da proteina TAI (Triticale aestivum inhibitor) semi-purificada contra a-amilases
salivares de um importante inseto-praga Eurygaster integriceps e demonstrou que na
concentracdo de 0,79 pg a atividade enzimatica foi reduzida em 50% e a pH dependéncia da
reacdo com um O6timo de inibicdo em pH 5. Contudo, os inibidores recombinantes aqui
avaliados foram 7 vezes mais potentes contra a enzima-alvo alcangando inibi¢ao similar. Para
inibir > 60% foi necessaria a adicdo de 0,1 pg de inibidor. Esta comparagdo corrobora com a
alta capacidade inibitoria dos Als recombinantes e reafirma o potencial dessas moléculas para

uso em programas de melhoramento.

Estes resultados indicam que os variantes selecionados s@o inibidores muito ativos para
AGA. Por exemplo, Oliveira-Neto et al. (2003) relatou que o a-Al2 inibiu cerca de 20% da
atividade das a-amilases intestinais do bicudo. Os estudos de modelagem molecular, utilizando
a estrutura tridimensional predita das a-amilases do inseto em complexo com os inibidores,
indicaram os residuos envolvidos na interacdo e discutiu o tipo de inibicdo encontrada.
Analises in silico demonstraram que as amilases do bicudo do algodoeiro possuem
caracteristicas estruturais levemente diferentes das amilases susceptiveis aos inibidores
selvagens de feijao como o a-All, sendo uma delas uma reduzida flexibilidade num loop
especifico. Esta flexibilidade é importante para ligacdo do inibidor a enzima (Strobl et al.,
1998; Nahoum et al., 1999). A enzima ZSA também ndo ¢ inibida pelo a-All e similarmente
as do bicudo do algodoeiro, tem um loop curto e rigido, com menos residuos de glicina. Esta
enzima ¢ inibida pelo a-Al2 que tem dois residuos a menos que o a-All nas regides de
intera¢do enzima/inibidor (Grossi-de-Sa et al., 1997). Analises de seqiiéncias demonstraram
que o loop N-terminal do AIC3 ¢ igual ao do a-All, contudo, do AIA11 e AIG4 ¢ equivalente
ao do a-Al2. No caso do loop C-terminal o AIC3 possui o do a-Al2 e AIA11 e AIG4 do a-
All. Nesse sentido, apesar da inversdo observada entre os inibidores variantes, o Loopl e 2 do
a-Al2 possuem 2 aminoacidos a menos que o a-All atendendo a sugestdo estabelecida
anteriormente para ocorrer a inibicdo de amilases como do bicudo do algodoeiro.
Interessantemente, os residuos herdados pelos trés inibidores recombinantes foi diferenciado,
por exemplo, partindo da regido N-terminal para C-terminal o AIG4 difere do AIA11 em 14
posicdes. Essas modificagdes observadas sugerem que alguma mudanca conformacional
ocorreu devido as inversdes de loops e outras substituicdes ao longo das moléculas

favorecendo a interagdo dos inibidores recombinantes com a amilase do inseto-alvo.

A interagdo proteina-proteina possibilita a selecdo por Phage Display, contudo,
enzimas e inibidores, precisam ter atividade catalitica e inibitéria aliada a capacidade de

ligacdo (Verhaert et al., 2002).
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Os inibidores de a-amilases variantes, o a-All e o a-Al2, sdo potenciais moléculas
para uso em programas de melhoramento vegetal. Estas sdo foco de importantes linhas de
pesquisa que avaliam a atividade, especificidade e efeitos toxicos em organismos nao alvos.
Quando o a-All foi expresso em ervilha, a infestacdo de sementes do inseto B. pisorum foi
completamente impedida em condicoes de campo e armazenamento. Embora ervilhas
expressando a-Al2 ndo tenham tido a infestagdo de suas sementes reduzida o desenvolvimento
do inseto foi retardado em aproximadamente trinta dias, indicando uma possibilidade para
controle deste inseto-praga (Morton et al., 2000). Recentemente, foi demonstrado novamente
que a expressdo do a-All em Cicer arieticum protegeu a planta do ataque do bruquideo C.
maculatus (Ignacimuthu & Prakash, 2006). Um estudo interessante realizado por Nishizawa et
al. (2006) demonstrou que a resisténcia de acessos de feijdo comum ao bruquideo Z.
subfasciatus nido depende apenas da presenga do a-AlI2. Outros fatores presentes nestes
acessos agem sinergicamente provocando a resisténcia observada. Este indicativo fortalece a
idéia de combinacdo de genes de resisténcia na transformacdo de plantas para obtencdo de
linhagens eficazes no controle de insetos-praga e patdgenos. Estudos de especificidade e de
toxicidade para varios organismos ndo alvos também foram realizados para o a-All purificado
de sementes de feijdo comum, cultivar Magna. Ele foi capaz de inibir as a-amilases dos insetos
coledpteros Crytolestes ferrugineus, T. castaneum, dipteros Drosophila melanogaster,
Sarcophaga bullata, himenopteros Monomorium pharaonis, Apis mellifica, Venturia
canescens, na variagdo nM de concentragio (Kluh et al., 2005). Adicionalmente, foi
demonstrado que ervilhas transgénicas expressando a-All ndo provocou efeito anti-nutricional
significativo em camundongos alimentados com dietas contendo 30% de farinha das sementes
transgénicas (Pusztai et al., 1999). Entretanto, foi demonstrado que o a-All expresso em
ervilha possui um padrdo de glicosilagdo diferente ao da molécula naturalmente produzida em
feijdo comum, o que estimula sistemicamente o sistema imune de camundongos expostos aos
extratos das plantas transgénicas (Prescott et al., 2005). Além disso, o a-All produzido em
ervilha possui capacidade imunomodulatoria elicitando o sistema imune contra outras
proteinas consumidas concomitantemente com o inibidor (Prescott et al., 2005). Isto demonstra
a necessidade de estudos comparativos das proteinas produzidas transgenicamente com as
produzidas nas plantas de origem. Salienta-se que esta caracteristica observada ndo deve ser
generalizada, uma vez que Lupinus angustifolius expressando albumina de semente de girassol
e Cicer arietinum expressando o a-All ndo geraram a imunogenicidade observada no caso do
o-All produzido em ervilha (Prescott et al., 2005). Foi demonstrado que moléculas com

capacidade de interferir na atividade de enzimas in vitro geralmente ocasionam efeitos
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adversos no desenvolvimento bioldgico do inseto-alvo. Dias et al., (2010) demonstrou isto
quando incorporou a dieta artificial de bicudo do algodoeiro o inibidor de amilase de centeio
Ryelll. Na concentracao de 0,5% houve mortalidade de 32% das larvas de primeiro instar do
referido isento, com o aumento da concentragdo em 3 vezes (1,5%) foi possivel observar 72%
de mortalidade. Nesse mesmo sentido, Farias et al., (2007) demonstrou que a incorporagdo de
inibidor de amilase de Carica papaya a dieta de Callosobruchus maculatus provocou uma
mortalidade de 60% e redugdo da longevidade e fecundidade do inseto. Entdo, a
disponibilidade dos Al recombinantes poderd gerar uma estratégia satisfatoria para controle do

bicudo do algodoeiro.

A defensinas vegetais expressas em P. pastoris neste trabalho foram produzidas em
quantidades satisfatorias para a realiza¢do dos ensaios aqui apresentados. Contudo, os niveis de
expressdao nao foram similares ao publicados na literatura como por exemplo para a defensina
de sementes de ervilha PsDI1 clonadas no plasmideo pPIC9 e expressa em P. pastoris. A
produtividade de rPsDI1 foi de = 13.8 mg/l de cultura (Almeida et al., 2001). Ainda, a
defensina AX2 também foi expressa em P. pastoris em processo fermentativo utilizando o
plasmideo pHIL (Kristensen et al., 1999). Também foi produzida nessa levedura a defensina
dimérica SPE10 de sementes de Pachyrhizus erosus, contudo, a produtividade ndo foi
discutida, apenas a atividade biologica (Song et al., 2005). Da mesma forma, a defensina de
tomate TPP3 foi expressa em P. pastoris e estudos de cristalografia foram realizados apos a
sua purificacdo (Lay et al., 2012). No mesmo sentido, a defensina isolada de Nicotiana
megalosiphon, NmDef02, foi expressa em P. pastoris e foi ativa contra fungos fitopatogénicos
com uma de ICs variando de 1-4 uM (Portieles et al., 2010). Outra abordagem metodoldgica
que utilizou P. pastoris para expressdo de defensina vegetal foi realizada por Chen et al.,
2004, onde o gene da defensina de Vigna radiata, VrD1, foi clonado no plasmideo pPIC9K. O
autor discute que a levedura metilotrofica foi utilizada pelas vantagens do sistema como a
possibilidade de secre¢do da proteina de interesse para o meio de cultura, a producdo da
proteina ocorrer apos indugao e multiplas copias do gene de interesse podem ser integradas ao
genoma da levedura provocando um aumento no nivel de expressdo (Chen et al., 2004). Ainda,
outros fatores relacionados a otimizagdo da produgdo de proteina em P. pastoris podem ser
citados por influenciarem o nivel de expressdo. A modificagdo da seqiiéncia génica para
adequar os codons aos preferéncias da levedura € uma aspecto que contribui enormemente com
o aumento significativo no nivel de expressao da proteina desejada. Controle das quantidades
de indutor, principalmente quando se utiliza metanol, pois a toxicidade deste pode reduzir a
quantidade de proteinas recuperadas apos a expressdo. Eficiente aeragdo do sistema para que a

levedura ndo entre no processo fermentativo, controle da atividade proteolitica que
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naturalmente ¢ apresentada na cultura deste organismo. Controle do pH e temperatura, da
biomassa (Potvin et al., 2012). Em relagdo a expressdo de rDRR230a ¢ rSD2, a produtividade
foi comparavel com a produtividade de 3 mg/l da defensina VrD1 também produzida em P.
pastoris utilizando vetores e linhagens celulares diferentes (Chen et al., 2004). Adequagdo no
processo produtivo € necessdrio para aumentar a produtividade das duas proteinas
recombinantes expressas neste trabalho, entretanto, com a quantidade obtida foi possivel
realizar a avaliacdo da atividade das moléculas. Um alternativa interessante para buscar
aumento da produtividade das defensinas rDRR230a e rSD2 seria a otimizagdo dos cddons
para os preferenciais da levedura aliada a producdo em fermentadores com as adigdes de

indutor, aeracdo e pH estritamente controladas ao longo do processo.

A defensina vegetal de ervilha DRR230a foi previamente estudada por Lai et al.
(2002). Em seu estudo foi caracterizado o padrdo do transcrito do gene da defensina em
diversos orgdos da planta de ervilha, realizado o isolamento do gene e a expressdo em planta
modelo para avaliagdo da sua atividade bioldgica. A partir do trabalho foi possivel verificar o
envolvimento da DRR230a nos mecanismos de defesa vegetal, pois foi detectada a presenga do
seu transcrito constitutivamente nas folhas jovens e maduras, tendrilas, caule, raiz, radicula e
parte aérea da plantula, flores e vagens. Ainda, apds a infiltracdo das folhas de ervilha com
fitopatogenos, a bactéria Pseudomonas syringae e o fungo Ascochyta pinodes, houve a
estimulagdo da producdo do transcrito de DRR230a, reforcando que além da defesa vegetal
constitutiva a defensina esta envolvida também com a resposta hipersensitiva. Apos expressao
em tabaco a DRR230a na concentragdo de 25 pg/ul foi capaz de inibir o desenvolvimento de
hifas dos fungos F. oxysporum (= 60%), Ascochyta pinodes (= 56%), Trichoderma reesei (=
71%),  Fusarium solani (= 51%), dentre outros. Conjuntamente, esses resultados
demonstraram o potencial da defensina DRR230a para a utilizagdo em programas de
melhoramento vegetal, o que foi confirmado pela expressdo da proteina em canola conferindo
resisténcia a Leptosphaeria maculans (Wang et al., 1999). Neste estudo, os resultados
encontrados para C. gossypii var cephalosporioides e F. solani sp. glycine sdo compativeis
com os previamente demonstrados por Lai et al. (2002), entretanto, a proteina aqui testada foi
proveniente de um sistema heterologo de expressdo e a molécula recombinante resultante
possui uma cauda de histidina na sua regido C-terminal. Contudo, o resultado de inibicao de
desenvolvimento de hifas de F. solani sp. glycine demonstrou que a rDRR23a foi capaz de
inibir mais de 50% apenas na concentragdo duas vezes maior a encontrada por Lai et al.
(2002). Isso indica que as modificagdes (6xHIS, quatro aminodcidos na N-teminal a mais,
GLU ALA GLU PHE) inerentes a expressao heterdloga podem ter provocado esta redugdo de

atividade observada o que ja foi previamente observado para PsD1 (Cabral et al., 2003) e
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PDC1 (Kant et al., 2009). Entretanto, o autor discute que a alta atividade antifungica da
DRR230a pode estar também associada as moléculas das plantas de tabaco agindo
sinergisticamente com a defensina, necessitando-se de testes com a proteina pura para
determinagdo da sua atividade. Neste trabalho ¢ demonstrada a atividade antifungica da
defensina rDRR230a. Em comparagdo com as defensinas isoladas de Heliophila coronopifolia,
Hc-AFP1 e Hc-AFP3 (de Beer & Vivier, 2011), a rDRR230a exibiu atividade similar, pois
acima de 25ng/ul que foi possivel observar a inibi¢gdo de 50% no crescimento das hifas de F.

solani e nao foi observada hiperramificacdo das hifas.

Em relacdo a defensina de girassol SD2, prévios estudos demonstraram a possibilidade
de expressdo desse gene em levedura (Sotchenkov et al., 2005). A defensina selvagem e de
fusdo a enzima liquenase foram produzidas em P. pastoris e foi mostrado que, tanto a
primeira, como a segunda foram capazes de inibir o desenvolvimento do fungo Fusarium
culmorum em ensaios de avaliagdo em meio solido. Ainda, foi possivel observar o efeito de
hiperramificacdo de hifas provocado pela proteina selvagem e em fusdo. Similarmente, a
defensina produzida neste trabalho, rSD2, provocou um efeito de hiperramificacdo ao fungo
fitopatogénico pertencente ao mesmo género do estudo anterior, F. solani sp. glycine. Aqui foi
possivel verificar que este efeito ocorreu na concentragdao de 25 ng/ul, mas a metodologia de
analise de atividade utilizada por Sotchenkov et al. (2005) ndo permitiu definir a concentragio
da proteina, uma vez que o ensaio ocorreu com o uso de leveduras expressando a defensina
crescendo concomitantemente ao fungo desafiado. Ainda, confirmando a hipotese levantada
por Urgandarin et al., (2000) e rSD2 possui atividade antifungica podendo endogenamente
estar envolvida com os processos de defesa vegetal que impedem que fungos ataquem a
inflorescéncia dessa planta. Mesmo sendo menos ativa do que a defensina rDRR230a, a rSD2
foi capaz de inibir 40% do desenvolvimento das hifas de F. solani sp glycine, ainda causando
hiperramificacdo conforme as defensinas Hc-AFP1 e¢ Hc-AFP3 (de Beer e Vivier, 2011).
Games et al., 2008, purificou a defensina PvD1 de sementes de feijao P. vulgaris (cv. Pérola),
caracterizou molecularmente e avaliou a atividade antifingica da proteina purificada. A
atividade contra o fungo fitopatogénico F. solani observada foi discreta, para atingir a maior
inibicdo observada no trabalho ( = 25%) foi necessaria a adicdo de 100 ng/ul. Este resultado
em comparagdo com a inibigdo de 40% observada neste trabalho para rSD2 contra F. solani
demonstra que esta ¢ uma proteina com uma atividade antiflingica consideravel, pois a inibi¢ao
observada ocorreu na concentracdo de 50 ng/ul, metade da observada para PvD1 e que nao

atingiu a mesma inibigao.
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Comparativamente, a defensina recombinante rDRR230a foi mais ativa do que a rSD2
para aos fungos avaliados, entretanto, cada uma aparentemente agindo de maneira diferente,
como no caso do fungo F. solani sp glycine, ja que a segunda provocou hiperramificagdo das
hifas. Ainda, estes resultados sdo similares com os encontrados para defensinas vegetais de
outras espécies, por exemplo, defensinas isoladas de Nigella sativa L. uma planta endémica do
Uzbesquistdo (Ns-D1 e Ns-D2) foram ativas contra os fungos fitopatogénicos como F.
oxysporum, F. graminearum e F. culmorum provocando inibi¢do de 50% nas concentra¢des de
9.5 ng/ul e 5.3 ng/ul, 6.9 ng/ul e 6.9 ng/ul para as duas ultimas espécies, respectivamente
(Roghozhin et al., 2011). Resultado semelhante a estes foram observados para rDRR230a
contra C. gossypii var cephalosporioides. No mesmo sentido, Kant et al. (2009) demonstrou
que a PDC1 expressa em P. pastoris com 6xHIS na regido N-terminal inibiu o
desenvolvimento de hifas de F. graminearum em =50% na concentracdo de 5 ng/ul.
Aditivamente, demonstrou que a auséncia de 6xHis na regido N-terminal da proteina permite
que haja uma inibicdo =~40% maior do que a proteina contendo as 6xHIS na mesma
concentracdo (Sng/ul). Novamente, resultados similares foram observados apenas para
rDRR230a contra o fungo causador da ramulose do algodoeiro (C. gossypii var
cephalosporioides). Da mesma forma, extratos de folhas de tomate expressando a defensina de
pimenta cdefl foram capazes de inibir o desenvolvimento de hifas dos fungos Collethotrichum

gloeosporioides, Phytophatora infestans, Fusarium sp. e Curvularia sp. (Zainal et al., 2009).

Aditivamente, a rDRR230 foi testada contra bactérias Gram negativas e positivas. Foi
demonstrado que a defensina recombinante inibiu o crescimento de forma significativa das
bactérias das seguintes espécies: Proteus sp., Salmonella sp. e B. thunrigiensis ndo sendo
observado qualquer efeito contra a bactéria E. coli na concentragdo testada. A inibic¢do
pronunciada foi observada na concentragdo de 128 ng/ul. Este resultado demonstra a alta
atividade antibacteriana dessa defensina, em comparagdo com a Sesquina testada também
contra Proteus vulgaris e que inibiu 50% do crescimento da bactéria na concentragdo 3,8 vezes
maior do que rDRR230a e que contra espécies Gram positivas como Bacillus megaterium e
Bacillus subtilis a concentragdo provocando a mesma inibi¢do do crescimento de B.
thunrigiensis foi de 64 ng/ul, 10 vezes menor que o observado para aquelas espécies. A
defensina rDRR230a aparentemente também foi mais potente que WCBAFP contra P. vulgaris
que inibiu 50% do crescimento bacteriano com a concentracdo de 68 uM, contra B.
megaterium e B. subtilis foi necessaria a concentragdo de 102 ¢ 101uM, respectivamente
(Carvalho e Gomes, 2009). De acordo com a literatura e os resultados aqui apresentados, a

defensina de ervilha rDRR230a aparentemente ¢ um peptideo antimicrobiano, apesar de serem

71



necessarios mais estudos para caracterizagdo da atividade contra células tumorais, efeito anti-
HIV, dentre outros, mas foi observado no LIMPP que essa molécula foi capaz de causar
mortalidade em larvas de nematoides e controlar o desenvolvimento do fungo causador da

ferrugem asiatica da soja (dados ndo publicados).

Neste trabalho ndo foram realizados experimentos para avaliagdo do possivel
mecanismo de acdo das defensinas recombinantes. Todavia, algumas inferéncias relativas a
este tema podem ser feitas levando-se em consideragdo o efeito observado para rDRR230a que
ndo causou hiperramificagdo das hifas e rSD2 que provocou. Vérios relatos na literatura
discutem os possiveis mecanismos de acdo das defensinas vegetais. Basicamente, ha um
mecanismo particular para cada defensina em questdo, mas geralmente um receptor na
membrana aproxima o peptideo acumulando-o na membrana do organismos alvo e provocando
um série de respostas em cadeia que finalmente provocam ruptura da membrana. O resultado
final normalmente ¢ o dano a membrana dos fungos ou bactérias, mas os mecanismos

necessarios para atingir o efeito bioldgico sao bastante variados conforme a molécula estudada.

Foi demonstrado anteriormente que a defensina de sementes de rabanete Rs-AFP2
interage com o esfingolipideo glicosilceramida componente da membrana e parede celular de
fungos suscetiveis a defensina, entretanto ndo interage com o lipideo humano, exibindo o
carater seletivo da molécula. Também ja foram publicados estudos mostrando que muitos
fungos fitopatogénicos possuem esse lipideo nas suas estruturas celulares. Ainda, foi exibido
que a interacdo da Rs-AFP2 com o lipideo ocasiona permeabilizagdo celular e influxo de ions
Ca tendo como efeito a inibi¢ao do crescimento fungico. Neste caso especifico foi avaliado que
a permeabilizacdo celular ndo ¢ causada pela formagdo de poros na membrana, mas sim pela
geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e apoptose (Thevissen et al., 2012).
Similarmente, Melo et al., 2011, demonstrou que a defensina PvD1 provocou permeabilizagido
da membrana dos fungos testados, pois houve coloracdo do nucleo celular com SYTOX
GREEN que nao difunde pela membrana a nio ser que exista algum dano na mesma, geracao
de ROS e interferéncia na atividade da H'ATPase, que é um indicativo que ocorrera morte
celular. Estas alteracdes fiosioldgicas foram observadas tanto para leveduras como para fungos
filamentosos. De uma maneira geral, os estudos mostram que a composi¢do da membrana
fungica ¢ essencial para que a defensina vegetal possa causar seu efeito biologico. No caso do
género Fusarium, glicosilceramidas sdo os principais glicolipideos neutros compondo a
membrana. Para varias defensinas foi demonstrado que a auséncia deste lipideo permite ao
fungo resistir aos efeitos das moléculas (Dm-AMP1, HsAFP1 e Rs-AFP2) indicando que tais
lipideos sdo possivelmente o sitio inicial de ligagdo das defensinas. Ainda, a defensina de

sementes de ervilha PsD1 também interagem com membranas artificiais compostas por
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glicosilceramidas e se liga a ciclina F no nucleo celular do fungo Neurospora crassa. Nesse
sentido, provavelmente a rDRR230a também possua um sitio de interagdo especifico na
membrana fungica, assim como a rSD2, provocando a permeabilizacdo da membrana do
organismo-alvo. Como rDRR230a ainda possui atividade antibacteriana, controversamente a
rSD2, ¢ possivel que algum componente da parede celular ou membrana bacteriana
compartilhe caracteristicas fisico-quimicas com o possivel receptor na membrana fungica.
Como glicosilceramida ¢ um lipideo neutro e a composi¢do das membranas bacterianas
possuem majoritariamente lipideos carregados negativamente, sdo necessarios estudo
adicionais para avaliar esta intrigante atividade microbiana da defensina rDRR230a. Ainda, ¢
importante estender as avaliacdes de atividade bioldgica das moléculas estudadas, uma vez que
as proteinas e peptideos antimicrobianos atuem com essa fun¢do, mas possuem varias outras
atividades nao relacionadas aos mecanismos de defesa vegetal, se enquadrando no conceito de
promiscuidade funcional peptidica (Franco, 2011), por exemplo no caso dos resultados obtidos
para rDRR23a que possui atividade antifiingica e antibacteriana contra bactérias patogénicas e
entopatogénicas, assim como nematicida (dados ndo publicados).

Conjuntamente, estes resultados demonstram o potencial das defensinas vegetais para o
controle de fungos fitopatogénicos sendo expressas em plantas de interesse agronomico,
inclusive ja foi demonstrado que a expressdo de defensinas em batata (Gao et al., 2000;
Portieles et al., 2010) conferiu resisténcia aos fungos Verticillium dahliae e Phytophthora
infestans, respectivamente, e em algodao resisténcia a Fusarium e Verticillium conforme teste
da empresa australiana Hexima Ltd (Kaur et al., 2011). Ainda, a expressio de Rs-AFP2 em
plantas de trigo permitiu que plantas geneticamente modificadas, em condi¢des de campo,
controlassem o desenvolvimento dos fungos Fusarium graminearum e Rizoctonia cereallis.
Aditivamente, a mesma proteina expressa em arroz conferiu resisténcia a importantes
patdégenos como Magnaporthe oryzae e Rizoctonia solani, e em tomate conferiu ao fungo

Alternaria solani (Li et al., 2011).
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Conclusao e Perspectivas

Os resultados relativos a validag@o da atividade inibitorias das proteinas recombinantes
AIC3, AIA1l e AIG4 e avaliacdo da atividade antimicrobiana das defensinas vegetais
rDRR230a e rSD2 demonstrou que ambos os sistemas utilizados para a producao das proteinas
de interesse foram eficientes para expressao das moléculas ativas. Os inibidores recombinantes
foram produzidas nas plantas de A. thaliana em um nivel condizente com os dados disponiveis
na literatura para outras proteinas e foi possivel validar a atividade das moléculas de interesse.
Os dados mostrados neste trabalho corroboram com os anteriormente demonstrados (Del Sarto,
2007), mas a poténcia observada neste estudo foi maior, ndo invalidando os dados anteriores,
pois, a abordagem utilizando uma mistura de plantas permitiu a triagem inicial indicando
atividade bioldgica. Ainda, este trabalho gera uma nova perspectiva para o controle do bicudo
do algodoeiro, por exemplo utilizando os inibidores em combinacdo com outras moléculas
como toxinas Bt, inibidores de proteases, dentre outros, pois, podera ser conferida a plantas de
algodao resisténcia ao inseto. Adicionalmente, a extensdo da caracterizagdo inibitoria contra
outros organismos permitird a discussao sobre os aspectos relacionados ao desenvolvimento da
atividade aqui observada por ser proveniente de uma técnica mutacional direcionada para a
enzima alvo e extratos das plantas aqui analisadas poderao ser incorporados em dieta artificial

do bicudo do algodoeiro para avaliacdo do efeito toxico in vivo.

Foi possivel demonstrar a expressdo das defensinas vegetais DRR230a de ervilha e
SD2 de girassol em P. pastoris. As defensinas recombinantes mesmo possuindo cauda de
histidina ¢ EA na regido N-terminal foram ativas contra os fungos fitopatogénicos C. gossypii
var cephalosporioides e F. solani sp glycine. Ainda, a proteina rDRR230a foi capaz de inibir
completamente a germinagao de esporos dos dois fungos testados nas concentragdes utilizadas
e de reduzir o crescimento de importantes bactérias patogénicas pertencentes aos géneros
Proteus e Salmonella. Estes resultados demonstram o potencial dessas moléculas
recombinantes para a utilizagdo em plantas transgénicas, assim como, no caso de rDRR230a, a
possibilidade de utilizacdo no controle de patdgenos humanos. A caracterizagdo contra outros
fungos de importancia agronomica e nao alvos podera ser realizada a partir da obtengdo das
defensinas vegetais por meio do método aqui apresentado. Estudos sobre os possiveis
mecanismos de acdo poderdo conduzidos para a identificacdo do tipo de interagdo das
moléculas estudas com a membrana dos organismos testados e esclarecer seu envolvimento na
formagdo de poros de membranas, de permeabilizagdo com passagem de ions essenciais,

interacdo com alvos nucleares ou citoplasmaticos gerando respostas especificas. Ainda as
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proteinas recombinantes poderao ser utilizadas para estudo da sua estrutura tridimensional por
RMN, em ensaios com membranas artificiais para contribuir com o desenvolvimento de

estratégias mais efetivas para o controle de fungos fitopatogénicos na agricultura nacional.
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Anexo Il. Manuscrito em corre¢ao da defensina vegetal rDRR230a
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Abstract

Background

Plant defensins are basic, small (45-54 amino acids, = 5 kDa), cysteine-rich-peptide folded in
cysteine stabilized a3 motif (Csaf3). These proteins have a broad range of biological activity
including antifungal and antimicrobial activity. Many plant defensins were produced in
heterologous system contributing to high yield necessary to biological activity characterization.
Example as the PsD1 from pea seeds, AX2 from suggar beet, PpDfnl from peach (Prunus
persica) and SPE10 from Pachyrrhizus erosus seeds produced in Pichia pastoris. Thus, the pea
defensin Drr230a was expressed in P. pastoris and it biological activity assayed against
phytopathogenic fungi from cotton and soybean.
Results

To evaluate the biological activity of Drr230, the gene was subcloned into pPICZaA®
(Invitrogen Co.) and expressed in yeast P. pastoris. The recombinant protein (rDrr230a) was
purified using Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC) in Ni-Sepharose. The
purified rDrr230a was active against hyphal and spores fungal that infect cotton and soybean.
Yet our preliminaries results show it antimicrobial activity.

Conclusions

Our dates show expression of rDrr230a in P. pastoris, purification in IMAC and evaluation of
it antifungal activity. These results, reveal the potentiality of rDrr230a to be used in plant
genetic engineering in breed program to control fungi that infect cotton and soybean.

Background

Many factors involve losses of crop production in the world. These are related to biotic
and abiotic events. Among these are challenge by enormous gamma of pest and pathogens
feeding and development in plants (1). To circumvent these attacks defense factors are

91


mailto:fatimasa@cenargen.embrapa.br

produced as carbohydrate, polyanions, and several defense-related proteins such as chitinases,
B-1,3-glucanases, lectins, a- and B-thionins, inhibitors of digestive enzymes, and defensins (2).

Plant defensins, as well as from invertebrates and vertebrate animals, are basic, small
(45-54 amino acids, = 5 kDa), cysteine-rich-peptide with characteristic fold adopted
comprising antiparallel 3 sheet and one a-helix maintained by disulfide bridges into one
compact structure. This motif is called cysteine stabilized aff motif (Csap) (3,4,5). This
tertiary structure is encountered too in scorpion toxin, insect and mammalian B-defensin (6,7).
These proteins have a broad range of biological activity. It can be involved on inhibition of
digestive enzymes, as o-amylases (2) and protease (8), antimicrobial activity (9,10,11),
inhibition of protein synthesis (12,13), blocking ionic channel (14) and affecting of cell cycle
by DNA binding (15).

Many transgenic plants are protected by expression of antimicrobial peptides, including
plant defensins (16,17). Protective effect to Fusarium oxysporum f.sp. matthiolae was showed
by constitutive expression of Thi2.7 in Arabidopsis thaliana. Yet, tomato plants were resistant
when the Thi2.7 was expressed no more being susceptible to F. oxysporum f. sp. Lycopersici
and Ralstonia solanacearum bacteria (18). In this accordance, other plant defensins were
introduced in plants causing pathogen resistance (19,20). One study showed that DRR230a
was responsible to resistance in Brassica napus against Leptosphaeria maculans (21),
Rhizoctonia solani and Sclerotinia sclerotiorum (22). Therefore, was showed that extract from
tobacco plants expressing the same was defensin was able to inhibit the growth of important
phytopathogenic fungi (23).

Antifungal activity of plant defensins produced in heterologous system is recurrent in
the literature. It contribute to high yield necessary to characterization of biological activity of
many protein obtained in low quantities from natural sources. Example as the PSD1 from pea
seeds produced in Pichia pastoris with the same antifungal activity of purified protein (24).
Yet, AX2 from suggar beet (25), PpDfnl from peach (Prunus persica) (26) and SPE10 from
Pachyrrhizus erosus seeds (27) were too produced in yeast P. pastoris being active against
fungi.

In present study the plant defensin from pea DRR230a was produced in Pichia pastoris
and tested against phytopathogenic fungi as soybean rust and root-knot nematode Meloidogyne
incognita.

Results

Subcloning of DRR230a to expression in Pichia pastoris and Transformation of Pichia
pastoris cells

To evaluation of biological activity of the DRR230a, the gene was introduced into pPICZoA
plasmid, under control of pAOX1 promoter inducible with methanol. The gene insertion in
open reading frame of oi-mating factor signal peptide was confirmed by automated sequence of
nucleotide (Data not show). Yet, was inserted one polyhystine tag (6x His) in the 3° end of the
gene that help purification of recombinant protein (Figure 1a). Colonies of P. pastoris strain
X-33 transformed with expression plasmid were assayed in plates with increased concentration
of zeocin selecting several clones with high resistance (Figure 2b, ¢). The clones selected were
assayed in pilot expression to choice these that overexpress the recombinant protein.

Expression of DRR230a in Pichia pastoris and Purification by Immobilized metal affinity
chromatografy (IMAC)

Initially, clones zeocin high resistance were grow in pilot scale and induced by

methanol addition in final concentration of 1%. After analyses of expression, one was choice
to carried out the expression in large volume and the results of expression is showed in figure

92



2a,b. The clone selected to large-scale expression was grow in BMG medium at ODgg of 20.
Then, the cells colleted were induced in BMM medium with 1% of methanol. After 48 hours
of expression, the expression medium was renewed to maintain normal growth of yeast.
Aliquots were collected at each hour of expression. Since 24 hours of induction the rDrr230a
was produced keeping at 96 hours. Samples of rDrr230a were separated on TRICINE-SDS-
PAGE (Figure 2a) and western blot using 6xHis tag as epitope showing the band of =~ 6 kDa
(Figure 2b).

The crude extract of rDrr230a was submitted to purification using IMAC. The flow
thought, washed and eluted fractions were analysed by monitoring of ODygnm (data not show),
TRICINE-SDS-PAGE and western blot showing the correspondent band of rDrr230a (Figure
3a and 3b). Quantification of rDrr230a was done by 2D-Quant method (Amersham) and
productivity of recombinant protein after purification was = 5 mg per liter.

Antifungal Bioassay

The antifungal bioassay of rDrr230a was carried out in two ways to analyse the
potential of protein in inhibition of hyphal growth and spore germination. The microplate assay
of hyphal germination was conducted against two important phytopathogenic fungi, Fusarium
solani sp. glycine and Collethotricum gossypi var. cephalosporioides that attack soybean and
cotton plants, respectively. After assay using concentration of 0,2 at 60 ng/ul of rDrr230a in
BDA broth, was determined different susceptibility of F. solani sp glycine and C. gossypi
var.cephalosporioides to recombinant protein, in similar concentration (= 35 ng/ul) the hyphal
growth of first fungi was 58% and in the second fungi the growth was abolished (Figure 4 a
and 4b). The ICs, determined were = 50 ng/pul and = 5,5 ng/ul, respectively.

In inhibition spore germination, the same fungi were tested including soybean rust
Phakopsora pachyrhizi. In chase of F. solani sp glycine (Figure 5a, 5b and 5¢) and C. gossypi
var. cephalosporioides (Figure 5a, 5c and 5f) 25 ng/ul was able to inhibit totally germination of
spores, however, the same effect against soybean rust only was reached using 10 pg/ul (Figure
5a, 5d and 5g). Together, these results show the potential of rDrr230a in the control of
phytopathogenic fungi. Yet, the recombinant protein was active against other soybean fungi
Macrophomina phaseolamina (data not show).

Discussion

The aim of this work was express the Drr230a in yeast Pichia pastoris and evaluate it
biological activity against phytopathogenic fungi from cotton and soybean. The P. pastoris
system was able to product the rDrr230a from pea (figure 2) of active manner as showed by
biological assay in vitro against Fusarium solani sp glycine, Colletotricum gossypii var.
cephalosporioides and Phakopsora pachyrhizi (figure 3 and 4). This system was used to
product other plant defensins as corn defensin (PDC1) (28), dimeric plant defensin (SPE10)
(27), seed pea defensin (PsD1) (24), sugar beet defensin (AX2) (25), and others. Both were
bioactive against its susceptible microorganisms as fungi, bacteria or others targets. The
analysis of biological activity of rDrr230a was assayed by inhibition of hyphal growth and
spore germination showing detrimental effect compared with controls. The antifungal effect of
Drr230a was firstly reported by extract leafs from transgenic tobacco plants where was active
agains F. solani with any variation in bioassay (Lai et al., 2002). Here, was show the
effectiveness of rDrr230a against F. solani sp. glycine was ~ 50 ng/ul of IC50 determined in a
similar assay and 25 ng/ul inhibit completely its spore germination. Still, the rDrr230a was
able too control growth of important fungi from cotton (C. gossypii var cephalosporioides) and
soybean (Phakopsora pachyrhizi- soybean rust). Additionally, antibacterial assays show
antimicrobial activity of rDrr230a against Gram-negative and Gram-positive bacteria in low-
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concentration (Unpublished data).. Interestingly, the activity of rDrr230a was maintained with
four amino acid residues in N-terminal, EAEF, and His-tag in C-terminal. Kant (2009) showed
the minor effect of his-tag in activity of corn defensin (PDC1). However, the activity of Psdl
from pea against Aspergillus niger was abolished presence of four residues (EAEA) at N-
terminal (24). Apparently, its not occur with rDrr230a. Together, these results show the
bifunctionality of rDrr230a as antifungal and antimicrobial peptide and the potential of protein
as biotechnological tool as well as in plant engineering and bacteria control program. The
evidence to explain it is the transcriptional induction of Drr230a gene in mature foliar tissues
and young pods by bacterial and fungal phytopathogens (23) Experiments to elucidate the
structure of recombinant protein will be necessary to explain this characteristic.

Conclusions

In this report was showed the expression and purification of pea defensin (Drr230a) in P.
pastoris. Naturally, this protein is can not obtained in high concentration to evaluation of
biological activity, thus recombinant expression enables production necessary to
characterization. The protein recombinant produced was effective against fungi
phytopathogenics from cotton and soybean, yet preliminary dates show the bifunctionality of
rDrr23a inhibiting both fungi and bacteria.

Methods

Subcloning of DRR230a to expression in Pichia pastoris

Plasmidial DNA with Drr230a gene (genbank accession AF525685) was used as
template for PCR wusing primers DRR230a01For (5’gccgaattcaacacatgtgagaac3’)
DRR230a02Rev (5’tgggcggccgctcaatgatgatgatgatgatggeagtttttagtacaccaacagcgaaagtcatc 3°) to
insertion of enzyme restriction sites ECORI and Notl in 5* and 3’ regions, respectively. Yet, in
3’region was added one sequence to coding six histidines (6xHIS) to aim the purification of
recombinant protein on immobilized metal affinity chromatography (IMAC). The PCR was
performed for 30 cycles, as follow: 94 °C, 30 s, 58 °C, 30 s, 72 °C, 30s. The amplified fragment
was separated and purified by agarose gel and subcloned into the pGEM-T easy® and
replicated in Escherichia coli, X11-Blue strain. Then, the gene was subcloned into ECORI and
NotI sites of the expression vector pPICZaA® (Invitrogen Co.) in frame to the a-factor
secretion signal, at downstream of the alcohoo oxidase I promoter. Thereafter, the construction
was sequenced using automated ABI sequencer (Perkim-Elmer).

Transformation of Pichia pastoris cells

After the subcloning, the constructed expression plasmid, pPICZaA-Drr230a, was used
to transformer Pichia pastoris competent cells, strain X-33, using 20 ug of Sacl linearized
DNA by electroporation (in accordance to manufacturer). Clones were selected on YPD plates
containing zeocin (100 pg/ml) and PCR analyses. Them, clones were growth in plates with
improved zeocin concentration (500 pg/ml) to select those with two insertion in yeast genome
(29). These clones were used in expression experiments.

Expression of DRR230a in Pichia pastoris and Purification by Immobilized metal affinity
chromatografy (IMAC)

One clone was inoculated in 2 ml of YPD broth (1% yeast extract; 2% dextrose; 2%
peptone) and growed over night, at 28 °C, 200 rpm. After, was diluted in 200 ml of BMG
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(1,34 % de YNB, 1% de glycerol, 4x 10 % Biotin, 100mM potassium fosfate buffer, pH 6,0)
and incubated at 24 hours to reach ODgoonm 20. Thus, the culture was centrifuged at 1500 g, per
5 min, the cell were diluted in the same volume of BMM broth (1,34 % de YNB, 1% methanol,
4x 10° % Biotin, 100mM potassium fosfate buffer, pH 6,0) and incubated per 48 hours at 28
°C, 200 rpm. The crude culture was centrifuged and the supernatant was analyzed in SDS-
Trycine-PAGE (30).

The recombinant peptide was diluted in binding buffer (100 mM sodium fosfate buffer,
pH 7.2; 500 mM NaCl) and applied to His Trap FF (GE helthcare) column (1.6x 2.5 cm, 5 ml)
preequilibrated with binding buffer. The column was washed with binding buffer with
imidazole at low concentration (20 mM). Finally, the samples were eluted at 1 ml/min with
binding buffer added with imidazole (500 mM). The fractions were analyzed in SDS-Trycine-
PAGE 14%. The fraction containing the recombinant protein was dialyzed, dried and dissolved
in water milli-Q. Yet, protein preparation was submitted to sequencing by Edman’s
degradation.

Antifungal Bioassay

The antifungal bioassay of rDRR23a against Fusarium solani sp glycine isolated from
Soybean, Colletotricum gossypii var. cephalosporiodes isolated from cotton plants,
Macrophomina phaseolina and Phakpsora pakhirrizi (soybean rust) was done.

Antifungal assays were done in two ways. First, microplate assay for measuring hyphal
growth and inhibition of spore germination assay were done (I) (31). In microplate assay, 10ul
of =~ 10" spore solutions was added to 80 ul of PDB and rDrr230a solution was added in
different concentration to a final volume of 100 pl in wells of a 96-well sterile microtitre plate.
Water and hydrogen peroxide were use as negative and positive control to fungal growth. The
plate was incubated at 28 oC in the dark for 48 hours and optical density was measured by
microtitrer reader (BIORAD) at 600 nm. Second, in inhibition of spore germination (II), 5 ul
of spore solution containing ~ 10* spores was added to 15 ul of rDrr230a solution in different
concentrations and incubated at 28 oC for 12 hours. Water and hydrogen peroxide were use as
negative and positive control to fungal spore germination. Spore germination was analyzed by
accont in Newbouer chamber and photographed in Optical Microscopy. All assays were done
in triplicate.
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Figures

Figure 1: a) Map of Plasmid to expression recombinant defensin in methilotrofic yeast. The
defensin gene was cloned into pPICZaA vector (Invitrogen, Carlsbad, CA). This have AOX1
promoter that allows the methanol-inducible expression of the recombinant protein in P.
pastoris, its secretion using the mating a-factor signal peptide from Saccharomyces cerevisiae
and confer zeocin resistance. b and ¢) Analysis of yeasts zeocin resistant. In the plates,
several clones were cultured after transformation with plasmid expression that confer
resistance to zeocin antibiotic. The concentration used in the plates of YPD was 500 pg/ml.

Figure 2: SDS-TRICINE-PAGE (a) and Western Blot (b) of expression of rDrr230a in
Pichia pastoris. The production of rDrr230a occur at 24 hours after induction continuously at
96 hours. See blue protein ladder (Lane 1). P. pastoris- X-33 cells expression rDrr230a 24 h
(Lane 2), 48 h (Lane 3), 72 h (Lane 4) and 96 h (Lane 5) after induction. P. pastoris- X-33
cells untransformed 24 h (Lane 6), 48 h (Lane 7), 72 h (Lane 8) and 96 h (Lane 9) after
induction. In Western Blot (b) the rDrr230a was detected by monoclonal antibody Anti-His.
The arrow indicate the correspondent band of rDrr230a.

Figure 3: SDS-TRICINE-PAGE (a) and Western Blot (b) of purification of rDrr230a
expressed in Pichia pastoris. The rDrr230a was purified by Immobilized Affinity
Chromathography (IMAC) in Ni-Sepharose. See Blue Protein Ladder (lane 1). Crude Extract
(lane 2). rDrr230a purified (lanes 3). In Western Blot (b) the rDrr230a was detected by
monoclonal antibody Anti-His. The arrow indicates the band of rDrr230a.

Figure 4: Effect of rDrr230a on hyphal development of Fusarium solani sp. glycine (a)
and Colletotricum gossypii var. cephalosporioides (b). The spores of fungis were incubated
in presence and absence of rDrr230a in different concentrations. The data are mean + SD
(n=3).

Figure 5: Inhibition of spore germination of phytopathogenic fungi. Effect of rDrr230a on
spore germination of Fusarium solani sp. glycine (a, b, e), Colletotricum gossypii var.
cephalosporioides (a, ¢, f) and Phakopsora pachyrhizi (a, d, g). Spores of fungis were
incubated in presence and absence of rDrr230a in different concentrations. The data in (a) are
mean = SD (n=3).
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