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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A busca por moléculas alternativas, sustentaveis e inovadoras para controlar ou mitigar
os efeitos provocados pelos principais patogenos que acometem a citricultura esta
avangando cada vez mais. Os peptideos sdao macromoléculas com alto potencial
biotecnoldgico pois podem apresentar alta atividade antibidtica, ativar o sistema de defesa
vegetal, podem ser naturalmente produzidos por plantas e outros seres vivos e facilmente
obtidos via estratégias de sintese em fase solida, o que amplia caminhos para testes de
screening ¢ possibilidades de modificagcdes em sua estrutura primaria. O estudo revelou
uma classe de peptideos com maior indugdo das vias biossintéticas do acido jasmonico e
do 4cido salicilico, como também, uma classe peptidica que apresentou maior interagao
e potencial antibiotico frente a Xanthomonas citri (in vivo ¢ in planta) ¢ Candidatus
Liberibacter asiaticus (in planta), microrganismos relacionados ao cancro citrico € ao
huanglongbing (HLB), a doenca mais devastadora do setor na atualidade. A obtencdo
desses resultados abre oportunidades para a aplicagdo de peptideos no desenvolvimento
de produtos para o controle de doengas dos citros.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The search for sustainable and innovative alternatives to control or mitigate the effects
caused by the main pathogens that affect citrus farming is advancing increasingly.
Peptides are macromolecules with high biotechnological potential, as they can present
high antibiotic activity, activate the plant defense system, can be produced naturally by
plants and other living beings and are easily obtained through solid phase synthesis
strategies, what expands pathways for screening tests and possibilities for modifications
to its primary structure. The study revealed a class of peptides with greater induction of
the jasmonic acid and salicylic acid biosynthetic pathways, as well as a peptide class that
presented greater interaction and antibiotic potential against Xanthomonas citri (in vivo
and in planta) and Candidatus Liberibacter asiaticus (in planta), microrganisms related
to citrus cancer and huanglongbing (HLB), the most devastating disease in the sector
today. Obtaining these results opens up opportunities for the application of peptides in the
development of products for the control of citrus diseases.
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RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor de laranja-doce do mundo. Apesar da contribui¢ao do setor
para a economia nacional, fatores bidticos acometem o cinturdo citricola brasileiro,
impactando diretamente na viabilidade do setor. Entre as doencgas bacterianas que afetam
as laranjeiras-doces destacam-se o cancro citrico causado pela Xanthomonas citri subsp.
citri e o Huanglongbing (HLB) associado a Candidatus Liberibacter asiaticus (Las). Hoje
a principal alternativa ao controle quimico do cancro citrico trata-se da aplicagdao de
produtos a base de cobre como medida protetiva, o qual traz risco de seleg¢do de estirpes
resistentes ao cobre, além de ser um metal pesado que pode acumular no solo. O manejo
do HLB envolve a aplicagdo de inseticidas para controlar o psilideo Diaphorina citri,
inseto vetor das bactérias, ¢ a erradicagdo de plantas sintomaticas. Entretanto, ndo ha
forma de controle direto da bactéria e a incidéncia do HLB vem aumentando ao longo
dos anos, no Brasil. O objetivo do projeto foi testar peptideos com potencial atividade
antibiotica frente as bactérias Xanthomonas citri (Xcc) e Liberibacter crescens (Lcr), uma
espécie cultivavel em meio de cultura e filogeneticamente proxima a Las, no cultivo in
vitro. Neste trabalho, sete peptideos foram obtidos por sintese de peptideos em fase solida
(SPES), purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-
FR) e identificados por espectrometria de massa ion-trap. Em ensaios in vitro, os
peptideos Gr01, Guavanin-2, K13 e Lin3 tiveram a¢do antibiotica sobre Xcc e Lcr em
concentragdes abaixo de 12,5 pmol.L™!. Ensaios hemoliticos mostraram que Gr0l
apresentou atividade hemolitica somente em concentragdes peptidicas superiores a 50
pumol.L'! contra eritrocitos humanos. Estudos com miméticos de membrana
demonstraram que GrOl, Guavanin-2 e K13 atuam promovendo a lise da membrana
bacteriana, enquanto Lin3 possui mecanismo de agdo distinto. Para Xcc, Gr01 e K13
apresentaram atividade protetiva em experimentos in planta, sendo capazes de controlar
até 87 e 75%, respectivamente, do desenvolvimento da bactéria. Para Las, plantas
aspergidas com BP178, K13 e HLBO1 apresentaram 10, 10 e 10% de incidéncia de plantas
positivas para HLB apods 332 dias da exposicao aos insetos infectivos com Las, enquanto
o controle apresentou incidéncia de 60% de plantas positivas para a doenga. A indugdo da
expressdo de genes relacionados a ativagdo do sistema de defesa vegetal por meio das
vias do AJ e AS foi avaliada: em plantas sadias, GrO1, Guavanin-2, HLBO1, HLB02 e
Lin3 foram os peptideos que mais induziram a expressao de NPR1, BSMT1, PR2 e, LOX
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com distingdao nos tempos avaliados. Para plantas infectadas com Las, BP178, HLBO1,
HLBO02 e K13 induziram maiores valores de expressao dos genes NPR1, PR2 e LOX. Os
resultados obtidos evidenciam o potencial uso e aplicagdo biotecnologica de moléculas
peptidicas para o desenvolvimento de novas terapias contra fitopatogenos e atividade

eliciadora do sistema de defesa vegetal em citros.

Palavras-chave: Fitopatologia, cancro citrico, antimicrobianos, peptideos, acido

salicilico.
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ABSTRACT

Brazil is the largest producer of sweet oranges in the world. Despite the contribution to
the national economy, biotic factors have been affecting the Brazilian citrus belt, directly
impacting the sector's viability. Among the bacterial diseases that affect sweet orange
trees, citrus cancer caused by Xanthomonas citri subsp. citri and Huanglongbing (HLB)
associated with Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) stands out. Today, the main
alternative to chemical control of citrus canker is the application of insoluble copper-
based products as a protective measure, which poses a risk of selecting copper-resistant
strains, in addition to being a heavy metal that can accumulate in the soil. HLB
management involves the application of insecticides to control the psyllid Diaphorina
citri, the disease vector, and eradication of diseased plants. However, there is no way to
directly control the bacteria and the incidence of HLB has increased over the years. The
main purpose of the project was to evaluate peptides with potential antibiotic activity
against Xanthomonas citri (Xcc) and Liberibacter crescens (Lcr), a cultivable strain and
phylogenetically close to Las, in in vitro assays. In this work, seven peptides were
synthesized by solid-phase peptide synthesis (SPFS), purified by reversed-phase high-
performance liquid chromatography (HPLC-RP) and identified by ion-trap mass
spectrometry. In in vitro antibiotic assays, Gr01, Guavanin-2, K13 and Lin3 acted on Xcc
and Lcr at concentrations below 12.5 umol.L"!. Hemolytical assays showed that Gr01
presented hemolytic activity only at peptide concentrations greater than 50 pwmol.L™!
against human erythrocytes. Studies with membrane mimetics demonstrated that Gr0O1,
Guavanin-2 and K13 act by promoting bacterial membrane lysis, while Lin3 has a distinct
mechanism of action. For Xcc, Gr01 and K13 showed protective activity, being able to
control up to 87 and 75%, respectively, of the bacteria's development in planta. For Las,
plants sprayed with BP178, K13 and HLBO1 showed 10, 10 and 10% incidence of HLB-
positive plants after 332 days of exposure to Las-infected insects, while the negative
control showed a 60% incidence of HLB-positive plants. The induction of gene
expression related to the activation of the plant defense system through AJ and AS
pathways was evaluated: for healthy plants, GrO1, Guavanin-2, HLBO1, HLB02 and Lin3
were the peptides that most induced the expression of NPR1, BSMT1, PR2 and LOX at
the different times evaluated. For plants infected with Las, BP178, HLB01, HLB02 and
K13 induced higher expression values of the NPR1, PR2 and LOX genes at the evaluated

times. The results obtained are promising and highlight the potential use and
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biotechnological application of peptide molecules for the development of new antibiotics

against phytopathogens and eliciting activity of the plant defense system.

Keywords: Phytopathology, citrus canker, antimicrobials, peptides, salicylic acid.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS
1. Aminoacidos
Ala (A) - alanina
Arg (R) - arginina
Asp (D) - acido aspartico
GlIn (Q) — glutamina
Gly (G) - glicina
His (H) - histidina
Ile (I) - isoleucina
Leu (L) - leucina
Lys (K) - lisina
Met (M) - metionina
Phe (F) - fenilalanina
Pro (P) - prolina
Ser (S) - serina
Thr (T) - treonina
Trp (W) - triptofano
Tyr (Y) - tirosina
Val (V) - Valina
2. Outras terminologias
ACES - acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanossulfonico
ACN - acetonitrila
ACP- psilideo asiatico dos citros; do inglés: ‘Asian citrus psyllid’
ACP Las+ - psilideo infectado com Candidatus Liberibacter asiaticus
ACP Las- - psilideo sadio para Candidatus Liberibacter asiaticus
AJ — é&cido jasmonico
AS — 4cido salicilico
ASM — acibenzolar-S-metilico
ATCC —do inglés ‘American Type Culture Collection’

BLAST - ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local

XX
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Boc - t-Butiloxicarbonila

cDNA - fita de DNA complementar

CF — carboxifluoresceina

CIM - concentragdo inibitéria minima

CLAE-FR - cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
Ct - do inglés ‘Cicle threshold’, ou ciclo limiar

CTAB - brometo de cetiltrimetilamdnio

D.0.600nm - densidade 6ptica a 600 nm

DAA — dias ap6s a aplicacao

DALI - dias ap0s a inoculagdo

DAMPs — padrdes moleculares associados aos danos (do inglés damage-associated
molecular patterns)

DCM - diclorometano

DIC - N,N’- diisopropilcarbodiimida

DMF - dimetilformamida

DNA - 4cido desoxirribonucleico

DNAse - Enzima que hidrolisa o DNA

dNTPs - desoxiribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP)

FDA - Administracdo de Comidas e Remédios dos EUA, do inglés ‘Food and Drugs
Administration’

Fmoc - 9-fluorenilmetiloxicarbonila

Fmoc-AA - 9-fluorenilmetiloxicarbonila-aminodcido
FUNDECITRUS - Fundo de Defesa da Citricultura
GUYV - vesicula unilamelar gigante

HLB - Huanglongbing

HOBt - N-hidroxibenzotriazol

LB - meio de cultivo Luria-Bertani

LUV - vesicula unilamelar grande

MAMPs — padrdes moleculares associados ao microrganismo (do inglés ‘microrganis-
associates molecular patterns’)

MLV - vesicula multilamelar

OREF - fase de leitura aberta (do inglés ‘open reading frame’)
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PAMs - peptideos antimicrobianos

PAMPs — padrdes moleculares associados ao patdgeno (do inglés ‘pathogen-associated
molecular patterns’)

PBS — tampao fosfato-salino

PCR - reagdo em cadeia da polimerase (do inglés ‘polymerase chain reaction’)
PIB - Produto Interno Bruto

POPC - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-(1'-rac-glicerol)

POPE - 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina

Primer — do inglés “iniciador” ou oligonucleotideo

qPCR — PCR quantitativo em tempo real

RT-gPCR — PCR quantitativo em tempo real associado a enzima transcriptase reversa
RNA - 4cido ribonucleico

Seedlings — plantulas ‘pé franco’ de laranjeira

SPFS — sintese de peptideos em fase solida

SUV - vesicula unilamelar pequena

Bu - terc-butilicos

TFA - 4cido trifluoroacético

TNM-FH — meio de cultivo comercial para crescimento de insetos, rico em L-
aminoacidos
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constituido pelo tampao PBS 10 mmol.L!' (pH 7,2) e vesiculas. Aos 5 min foi adicionado
0 TTItON X100 (1%0) 1.viiveeiiiiiieese e 73
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K-13 (100 umol.L") e cobre (0,6 gL' cobre metilico) em relagio aos sintomas
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de lesdes/cm?, seguida de erro padrio da média de 10 folhas/planta). Letras diferentes
indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tuckey (P<0,05).B)
Comparacao visual das lesdes desenvolvidas apos 35 dias de experimento. ................. 75
Figura 13. Nivel de expressdao do gene A) NPR1, B) BSMTI, C) PR2, D) LOX em
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Guavanin-2, K13 e Lin3 e [16 umol.L!] para os peptideos HLBO1 e HLB02 nos tempos
de 1, 3, 7 e 15 dias apds a aspersdo (DAA). A expressdo génica relativa foi analisada por
RT-gqPCR usando o método AACt e normalizada com os enddgenos Actina e GAPC2.
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Figura 15. Progressdao de plantas com Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) com
tratadas com peptideos previamente a inoculagdo por D. citri. Porcentagem de plantas
com a presenca de Las nos periodos amostrais, aspergidos com os peptideos (A)
Guavanin-2, Gr01, Lin3, K13 ¢ (B) BP178, HLBO1 ¢ HLB 02 e controle positivo da
infeccdo (agua). ASM foi utilizado como indutor de expressao génica. C. Titulo de Las
(Logio * erro padrio de células de Las.g™! de tecido fresco, transformados a partir dos
valores de Ct) nos periodos amostrais. BP178, Gr01, Guavanin-2, K13 e Lin3 foram
aspergidos nas plantulas de ‘Pera’ na concentragio de 100 pumol.L™!, enquanto os
peptideos HLBO1 e HLB02 foram aspergidos na concentragdo de 16 umol.L............ 81
Figura 16. Progressdo de plantas com Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) com
tratamentos com peptideos previamente a inoculagdo por D. citri. (A) Porcentagem de
plantas com a presen¢a de Las nos periodos amostrais, aspergidos com o peptideo K13,
ASM utilizado como indutor de expressdo génica e controle positivo da infec¢ao (dgua).
(B) Titulo de Las (Logio * erro padrio de células de Las.g! de tecido fresco,
transformados a partir dos valores de Cf) nos periodos amostrais de plantas tratadas com

K13 (concentragio de 175 umol.L"), ASM (0,8 g.L!) e controle de infec¢io (4gua). . 82
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1. INTRODUCAO

1.1. A citricultura brasileira

O suco de laranja ¢ uma das mais importantes comodities do Brasil (NEVES,
2016). O cinturao citricola de Sao Paulo e Triangulo/Sudoeste Mineiro, concentra a maior
regido produtora de laranja e exportadora de suco do Brasil e do mundo. Fatores como o
desenvolvimento industrial, a proximidade com os portos e centros de pesquisa
contribuiram para o desenvolvimento da atividade nesta regido. Em menores proporgdes,
outros estados como Bahia, Minas Gerais, Para, Parana ¢ Rio Grande do Sul contribuem
para o agronegdcio dos citros com a producdo de laranjas, tangerinas e lima acida Tahiti

(FUNDECITRUS, 2023b; LOPES et al., 2011; NEVES; TROMBIN, 2017).

De acordo com o inventario do nimero de arvores de citros, realizado em 2022/23
pela Pesquisa de Estimativa de Safra (PES do FUNDECITRUS), o parque citricola esta
presente numa area de 461,92 hectares composto por 86% de laranjas, 11% de limas
acidas e limoes e 3% de tangerinas perfazendo um total de 199,31 milhdes de arvores. A
safra de laranja 2022/2023 totalizou 314,21 milhdes de caixas de 40,8 kg (12,82 milhdes
de toneladas), e o destino industrial representa 3/4 da exportagdo mundial do suco
concentrado da fruta (FUNDECITRUS, 2023). O Brasil ¢ o segundo maior produtor de
frutas citricas, com uma producao anual média de 19 milhdes de toneladas (Food and

Agriculture Organization of the United Nations, 2020).

Mesmo ocupando a lideranca mundial no ranking da exportagdo de laranja doce,
a citricultura brasileira tem enfrentado problemas, ocasionados por fatores climaticos,
fitopatologicos e mercadoldgicos impactando diretamente na produgao e no lucro obtido
com as safras (CONAB, 2013). Entre os variados problemas fitopatologicos que
acometem a citricultura no Brasil, destaca-se o cancro citrico, a leprose, a pinta preta dos

citros e o huanglongbing (HLB).

1.2 Huanglongbing (HLB)

O Huanglongbing (HLB), também conhecido como greening, é a doenga mais
devastadora da citricultura na atualidade, foi detectado no Brasil em 2004 e nos EUA em
2005 (HALBERT et al., 2005; BOVE, 2006; GOTWALD et al., 2007). Na Flérida

(EUA), devido aos danos causados pela doencga, a produtividade dos pomares afetados
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caiu cerca de 72%, entre o curto espaco de tempo de 2007 e 2018 (DALA-PAULA et al.,
2019).

As bactérias associadas ao HLB sdo transmitidas entre plantas citricas pelo
psilideo-asiatico-dos-citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera : Psylloidea :
Diaphorininae), inseto vetor de Ca. L. asiaticus (Las) (BURKHARDT et al., 2021,
CAPOOR et al., 1967; CHEN et al., 1973) e Ca. L. americanus (YAMAMOTO et al.,
2006) e por Trioza erytreae Del Guercio (Hemiptera: Triozidae), inseto vetor de
Candidatus Liberibacter africanus (MCCLEAN e OBERHOLZER, 1965).

No Brasil, Diaphorina citri (D. citri) é o inseto-vetor responsavel pela
disseminacdo das bactérias. Ao se alimentar do floema da planta infectada o inseto
adquire a bactéria e a transmite para outras plantas apés o periodo de laténcia. No psilideo,
a colonizacdo da bactéria é sisttmica (AMMAR et al., 2014). Nas plantas suscetiveis, as
bactérias se desenvolvem de maneira sistémica no floema. Os principais sintomas
causados pelo HLB sdo deficiéncia de micronutrientes, frutos com tamanhos reduzidos e
assimétricos, abortamento de sementes, coloracdo assimétrica das folhas (mosqueado),
reducdo do numero de radicelas e queda acentuada de folhas. (BOVE, 2006;
GOTTWALD et al., 2007). Frutos provenientes de arvores sintomaticas sdo menores,
mais acidos, com menores niveis de °BRIX e menos favoraveis para o consumo in natura
(BASSANEZI et al., 2009).

As bactérias associadas ao HLB sdo Candidatus Liberibacter africanus (Laf),
Candidatus L. asiaticus (Las) e Candidatus L. americanus (Lam) (BOVE, 2006), que
apresentam um genoma pequeno (em média 1,2 Mpb) e fazem parte da familia
Rhizobiaceae (DUAN et al., 2009; WULFF, et al., 2014). Entre estas, a bactéria mais
frequentemente associada ao Huanglongbing no Brasil, nas américas e na Asia é Las. Estas
bactérias ndo podem ser cultivadas axenicamente, o que dificulta a prospecc¢éo de produtos
capazes de interferir no seu metabolismo (MERFA et al., 2019). Contudo, a bactéria
Liberibacter crescens (Lcr), isolada de “mountain papaya”, filogeneticamente proxima as
demais Candidatus Liberibacter spp., pode ser cultivada axenicamente in vitro
(LEONARD et al., 2012), sendo a Unica bactéria que apresenta tal caracteristica. Apesar
de ndo ser patogénica e nao ter insetos vetores conhecidos, Lcr tem se mostrado util por ter
seu genoma de 1,5 Mpb completamente sequenciado, abrindo assim perspectivas para
estudos funcionais neste grupo de bactérias (JAIN et al., 2015; JAIN et al., 2018; MERFA
etal., 2019).



32

Os fatores que mais dificultam o controle e aceleram a dispersdo do HLB séo o
tempo decorrente entre a inoculacdo da bactéria e a manifestacdo dos primeiros sintomas
foliares e a dificuldade em conter a alta disseminacdo e proliferacdo do inseto vetor
(FUNDECITRUS, 2020). Como medida de supressdo da doenca é recomendado o0 manejo
regional do HLB e de D. citri somado as medidas individuais adotadas pelos citricultores:
utilizar mudas sadias de viveiros certificados, realizar a inspecdo de plantas doentes e a

erradicacdo de plantas sintomaéticas e 0 monitoramento e controle de D. citri.

O controle do vetor por meio do uso de inseticidas se destaca por ser a op¢ao mais
eficiente e viavel para o controle de HLB até o momento. O uso em larga escala de
inseticidas gera um actimulo de custos ao produto, uma vez que sua aplicagdo gira em

torno de R$ 480 ¢ R$ 2400 reais por hectare (LI et al., 2020).

Além disso, a intensifica¢do da aplicacao de inseticidas também esta relacionada
ao fendmeno de selegdo resisténcia que os insetos podem desenvolver em relagdo ao
modo de a¢do do produto constantemente aplicado. Ha evidéncias de populagdes de
psilideos com elevado nivel de resisténcia ao imidaclopride e thiamethoxam, ambos da
classe dos neonicotinodides (NAAEM et al., 2019) e moderada resisténcia a bifentrina, da

classe dos piretrdides (TIAM et al., 2018).

Apesar do manejo, no Brasil, a incidéncia da doen¢a continua aumentando: em
2022 cerca de 24,22% de plantas estavam sintomadticas para a doenca, € em 2023 esse
nimero atingiu o recorde de 38,06%, com aproximadamente 77,22 milhdes de arvores

doentes do total de 202,88 milhdes de laranjeiras (FUNDECITRUS, 2023).

Somada a dificuldade do manejo do HLB, ¢ sabido que as espécies e cultivares
comerciais sdo suscetiveis ao HLB, o que dificulta o uso de estratégias para o
melhoramento genético classico de citricos (ALVES et al, 2021). Assim, torna-se
interessante estudar modelos alternativos capazes de controlar ou mitigar o
desenvolvimento da bactéria na planta por meio de alternativas sustentaveis e eficientes.
Neste contexto, a prospec¢do de novas moléculas com atividade antimicrobiana, baixa
toxicidade, facilidade de escalonamento da producdo e facilidade de manipulacdo vem
ganhando evidéncia nas pesquisas como alvo no controle do desenvolvimento das bactérias
associadas ao greening (HUANG et al., 2021, MONTESINOS et al., 2021). Com o advento

das técnicas de sintese peptidica, desenho racional de peptideos e DNA recombinante, a
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busca por sequéncias peptidicas com atividade antimicrobiana frente a Lcr e,

indiretamente, frente a Las, se tornou alvo de pesquisas e estudos na area.

1.3 Cancro citrico

O cancro citrico ¢ causado pela bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp.
citri (Xcc). Essa doenga foi inicialmente detectada na Asia e atualmente ocorre de forma
endémica em alguns os paises produtores de laranja (FERENCE et al., 2018). Os frutos
afetados pela bactéria podem cair prematuramente e levam a redugdo de produtividade
das plantas. Além disso, as lesdes ocasionadas pela bactéria depreciam a qualidade dos
frutos para o mercado in natura e restringem a comercializagdo em areas livres da doenca

(MARIN et al., 2019).

Nos pomares, a infeccdo se da apds a penetracdo da bactéria por meio das
aberturas naturais da planta (estomatos), ferimentos causados pelos equipamentos,
abrasao e insetos, principalmente o minador dos citros. Entre os sintomas de cancro citrico
mais frequentes destaca-se a presenga de lesdes nas folhas, sendo que as folhas jovens
sdo mais suscetiveis; e frutos com pontuagdes salientes e marrons acompanhados por halo
amarelado (BEHLAU, BELASQUE, 2014). Por se tratar de uma infecc¢ao localizada e
nao sistémica, os sintomas ocasionados pela infec¢do ndo levam a morte da laranjeira, no

entanto, o estresse biotico gerado altera o rendimento e produgdo da planta.

Por um longo periodo, a erradicacdo das plantas doentes foi a principal estratégia
de controle da doenca, contudo essa medida tornou-se menos praticada nas ultimas
décadas. Até o presente momento, ndo existem produtos com atividade curativa contra a
doenga. O manejo integrado da doenca trata-se de 1) uso de plantas quebra-vento, que
reduzem a dispersdo da bactéria e a criagdo de ferimentos provocados pelo vento, o que
leva a diminuicao da infec¢do; 2) controle da larva minadora dos citros, reduzindo uma
possibilidade de porta de entrada da bactéria para o espaco mesofilico das folhas e 3)
pulverizag¢do de cobre como controle quimico em pomares como forma de protecao das
folhas para a chegada da bactéria. Segundo Behlau e colaboradores (2021), a aplicagdo
de cobre ¢ a medida de controle quimico mais empregada para o controle de doencas
bacterianas nao sist€émicas. Como trata-se de uma medida protetiva, a aplicacao do cobre
deve ser frequente (a cada 14-21 dias) para formar e manter uma camada de filme sobre
os novos tecidos em expansao antes da chegada do patéogeno (GOTTWALD, GRAHAM,
1992; BEHLAU et al., 2017; BEHLAU et al., 2020). A frequéncia, somada a altas
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concentragdes e volumes necessarios para o controle levam a toxicidade para as folhas e
raizes da planta, aumentando o estresse ¢ diminuindo a produtividade vegetal (BEHLAU

et al., 2020).

O mecanismo de agdo das formulac¢des a base de cobre (soluvel e insoluvel) ainda
ndo esta completamente elucidado. Acredita-se que o cobre metalico (insoluvel) pode
atuar formando uma barreira fisica que dificulta a penetragdo da bactéria nos tecidos
suscetiveis de ramos, folhas e frutos e que o cobre na forma idnica e soltivel (Cu®*) atua
interferindo no metabolismo da sintese de acidos nucleicos, proteinas, além de promover
o rompimento da parede celular bacteriana, levando a morte por lise (BEHLAU et al.,
2017). Considerando a baixa solubilidade do cobre metdlico, tal condi¢do leva ao
aumento de concentragdo e da frequéncia de aplicacao do produto, levando ao acimulo
de cobre no solo, lengol freatico e sedimentos (VARYMPOPI et al., 2022). Além disso,
as espécies de Xanthomonas spp, sao notavelmente bem sucedidas no desenvolvimento
de populagdes resistentes, uma vez que os genes de resisténcia ao cobre sdo conservados
e podem ser transferidos horizontalmente para bactérias sensiveis através da conjugacao

(BEHLAU et al., 2012; BEHLAU et al., 2020; VARYMPOPI et al., 2022).

A busca pelo desenvolvimento de compostos alternativos e métodos mais
eficientes no ataque de fitopatdogenos ¢ um alvo para pesquisas na area. Neste cenario,
algumas alternativas ao cobre vém sendo estudadas, como seria o caso dos Oleos
essenciais (ZAMUNER et al., 2023), produtos biologicos, como determinado por Dang
et al (2019), onde bactérias endofiticas do género Bacillus spp. apresentaram atividade
antibiotica frente a Xcc. Os peptideos sdo macromoléculas que vém se destacando para
tal aplicagdo por serem compostos naturais muitas vezes encontrados na composi¢ao
vegetal, com alta atividade antimicrobiana e facilmente produzidos com o advento das

técnicas de DNA recombinante e sintese quimica de peptideos.

1.4 Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos sdo macromoléculas compostas por aminoacidos e
podem apresentar uma grande variedade estrutural. Essas macromoléculas compdem o
sistema de defesa de primeira linha de muitas formas de vida, e podem ser encontrados
em microrganismos, insetos e outros animais, plantas e até no homem (LORENZON,

2015).
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O amplo espectro de atividade, a rapida acdo microbicida, a possibilidade de ser
utilizado em combinagdo com outros produtos de acdo antibiotica, e a facilidade em
estudar alteragdes e substitui¢des de aminoacidos na sequéncia peptidica fazem com que
os estudos com peptideos antimicrobianos sejam cada vez comuns, evidenciando o alto
potencial dessas moléculas (FJELL et al., 2012; SEO et al., 2012; WENZEL et al., 2014).

Na area da satide, estas macromoléculas sdo tema de pesquisas biotecnologicas ha
anos (ALBERICIO, 2004; VERLANDER, 2002), e mais recentemente, vem ganhando
espago no meio agricola, por serem consideradas uma alternativa aos pesticidas usados
no controle de patdégenos de plantas, inclusive aqueles que afetam os citrus (KISHI et al.,
2018). Neste cenario, HUANG e colaboradores (2021), prospectaram um peptideo com
atividade antibidtica frente Las in planta, sendo esta, uma sequéncia proveniente de
plantas filogeneticamente proxima ao género de Citrus spp. notadamente em Microcitrus
australasica, e outras que apresentam resisténcia e/ou tolerancia as bactérias associadas
ao HLB. No mesmo ambito, Merfa e colaboradores (2022) também desenvolveram
sequéncias peptidicas com visando diminuir ou controlar o desenvolvimento de Las na
planta e sua aquisic¢ao pelo psilideo. Esses sao trabalhos sao promissores, porém requerem
estudos mais aprofundados.

O mecanismo de a¢do dos peptideos antimicrobianos pode ocorrer por meio da
interferéncia nos processos bioldgicos vitais dos microrganismos, como a duplicacdo do
DNA, alteracdo no mecanismo de respiragdo e/ou por meio da desestabilizagdo da
organizagdo da membrana plasmadtica dos microrganismos, levando-os morte por lise
celular.

Com o advento das técnicas de otimizagdo in silico de peptideos, por meio das
estratégias de modelagem molecular, docking e dindmica molecular, Porto e
colaboradores (2018) desenharam Guavanin-2, uma sequéncia peptidica de tamanho
reduzido e alta atividade bactericida seletiva as bactérias Gram-negativas, utilizando a
sequéncia peptidica de Pg-Ampl, proveniente da goiabeira. No trabalho de Conceigdo
(2018), a mesma estratégia de estudo foi adotada para desenvolver 6 sequéncias
peptidicas andlogas ao peptideo Pantinin-3, proveniente do veneno de escorpido. Nesta
situagdo, a troca pontual do aminoéacido L-Leu pelo aminoacido L-Lys na 13 posi¢ao da
sequéncia, promoveu a reducdo de 93% da atividade hemolitica em relacao ao peptideo
original e, ainda assim, sua atividade bactericida foi mantida.

Sequéncias peptidicas encriptadas com atividades antimicrobianas também foram

descritas em Theobroma cacao, Arabidopsis thaliana, Citrus sinensis e Gossypium
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raimondii (RAMADA et al., 2017). Dentre os peptideos obtidos no trabalho, Gr01 (G.
raimondii), apresentou alta atividade toxica as bactérias Gram+ e Gram- e baixa atividade
hemolitica

Entre as técnicas que vem sendo utilizadas para a prospeccdo de novos
antimicrobianos, as bibliotecas digitais que utilizam quimica combinatoria e modelagem
molecular ganharam evidéncia. Para identificar peptideos com atividade inibitdria
especificos para microrganismos fitopatogénicos, foi desenvolvida a Biblioteca
CECMELLII (GUELL et al., 2011). Um estudo com um grupo de 31 undecapeptideos
derivados do peptideo BP100, previamente otimizado (BADOSA et al., 2007), mostrou
que o peptideo BP145 apresentou maior capacidade bactericida contra microrganismos
Gram negativos e menor atividade hemolitica, além de sofrer menos acdo de proteases,
uma vez que as analises foram procedidas da alteracdo do aminoacido L-Phe* para o
aminoacido D-Phe* (GUELL, et al., 2011). Ainda ndo existem trabalhos em citricultura
com biblioteca CECMELL11, o que abre a oportunidade para a presente pesquisa.

Os orbitideos, peptideos classificados como ciclicos e pequenos, sao
macromoléculas formadas por sequéncias de 2-12 L-aminoacidos, com alto teor de
residuos apolares, ativos contra um amplo espectro de microrganismos, especialmente
fungos e bactérias (PINTO, 2013; RAMALHO et al., 2018). Entre as principais vantagens
de trabalhar com peptideos ciclicos, destaca-se sua alta estabilidade fisico-quimica e
baixa propensdo a degradacdo enzimatica, justamente por ndo terem exposi¢dao das
extremidades C e N-terminais (PINTO, 2013). Devido a sua abundancia e natureza
conservada, acredita-se que estas moléculas sdo comumente encontradas no floema das
plantas (MERI et al., 2013) com a finalidade de desempenhar um papel de defesa contra
microrganismos invasores (PINTO et al., 2018; BRUNETT et al., 2018). Os orbitideos
foram identificados em plantas das familias: Annonaceae, Caryophyllaceae,
Euphorbiaceae, Lamiaceae e Rutaceae. Na familia das Rutaceae, género Citrus, foram
identificadas 13 sequéncias destes peptideos (PINTO, 2013). Para a familia das Rutaceae,
o orbitideo [1-8-NaC] -Zanriorb A1 denominado Citrusina IX, proveniente da espécie
Zanthoxylum spp. apresentou acdo antitumoral (BEIRIGO, et al., 2016). No entanto,
ainda ndo existem informacgdes sobre o potencial antibacteriano das moléculas
provenientes de tal familia e tampouco das sequéncias encontradas nas espécies de Citrus
spp., 0 que desperta interesses em pesquisas biotecnologicas com tais moléculas.
Zanthoxylum rhoifolium nao € hospedeira do psilideo D. citri e aparentemente Las ndo se

multiplica neste hospedeiro, mesmo em inocula¢do por enxertia (FELISBERTO, 2018),
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o que pode ser um efeito de defesa atrelado a presenca de orbitideos nesta planta ou de
outros mecanismos que ndao permitem a colonizagao.

Os peptideos provenientes de bibliotecas digitais (CECMELLI1), orbitideos,
peptideos encriptados e elicitores do sistema imune das plantas sio moléculas com carater
anfipatico. A anfipacidade permite que esses peptideos, assim como qualquer peptideo
antimicrobiano (PAM), interajam favoravelmente com estruturas também compostas por
lipideos anfipaticos (MATSUZAKI, 1999; ZASLOFF, 2002), como seria o caso das
membranas plasmaticas de Las e Lcr, compostas por fosfatidilcolina e lipopolissacarideos
(MERFA et al., 2017; WULFF et al., 2014). Além disso, sabe-se que os peptideos
propostos no trabalho sdo catidnicos, o que promove e facilita a interagdo com as
bactérias, que, de maneira geral, apresentam a membrana plasmatica carregada
negativamente. Esta intera¢do entre cargas e composi¢do quimica dos peptideos com a
membrana plasmatica bacteriana pode levar a formagao de poros (do tipo carpete ou
toroidal), o que leva tais organismos ao desequilibrio osmético e lise celular (RAMADA,
et al., 2018).

Alguns trabalhos descritos recentemente na literatura ja vislumbram a utilizagado
de peptideos como moléculas alternativas para o combate de Las no patossistema
(HUANG., et al., 2021 ¢ MERFA et al., 2022). Devido a facilidade de sintese desses
materiais, bem como sua estabilidade fisico-quimica em meio aquoso e alta atividade
membranolitica especifica para bactérias Gram-negativas, e a presenca de peptideos
ativos no genoma de citros, essas macromoléculas se tornam atraentes para estratégias de
transformagao de plantas e manejo dos pomares frente as principais bactérias que causam
doengas que acometem a citricultura. Assim, a presente proposta visa utilizar peptideos
com variados modos de a¢do (intracelular e atividade membranolitica) e avalia-los frente

as doengas cancro citrico e greening.

1.5 Mecanismo de a¢do dos peptideos

Alguns mecanismos de acdo tém sido propostos para explicar o processo de
perturbacdo e desestabilizacdo que os peptideos causam nas membranas (Figura 1). A
principio estes peptideos carregados positivamente sdo atraidos e interagem
eletrostaticamente com as membranas bacterianas, originariamente anidnicas, onde
sofrem mudangas conformacionais, adotando uma estrutura em a-hélice anfipatica. Nesta
etapa os peptideos tem o eixo da hélice orientado paralelamente a bicamada (YEAMAN;

YOUNT, 2003; ANDERSSON et al., 2016; SUN et al., 2016). Posteriormente, estes
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peptideos podem promover a perturbacao da membrana, que pode ocorrer por meio de
um dos trés modelos conhecidos:

Modelo barril: ocorre a interagdo da face apolar do peptideo com o nucleo
hidrofobico da bicamada lipidica, enquanto que a face polar fica voltada para o interior
do poro, em contato com o citoplasma.

Modelo toroidal: a face apolar do peptideo passa a interagir com as cabecas
polares da membrana lipidica do microrganismo.

Modelo carpete: os peptideos se acumulam na superficie da membrana alvo,
cobrindo-a como se fosse um carpete. Quando esse acumulo de peptideos atinge uma alta
concentragdo ocorre a formacdo de agregados micelares e a permeabilizacdo da

membrana microbiana, muito similar a de um detergente.

Figura 1. Modelos representativos para os mecanismos de agdo de peptideos membranoliticos. A)
Modelo Poro-Barril. B) Modelo Poro-Toroidal. C) Modelo carpete
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Fonte: Modificado de BROGDEN, 2005.

1.6 Sistema bioquimico de defesa vegetal

A indugdo de resisténcia ¢ uma alternativa para o controle de patdégenos, e se da
pela ativagdo de mecanismos de defesa latentes da planta. Esses mecanismos, por sua vez,
passam a ser naturalmente expressos apds a exposi¢ao a elicitores bidticos ou abidticos
(AMORIM & PASCHOLATT, 2018). Assim que a planta reconhece “padrdes moleculares
associados a patogenos/microrganismos/danos  (bidticos e abioticos, etc)”
(PAMPs/MAMPs/DAMPs), ela passa a reagir as tentativas de colonizacdo por um
patdgeno virulento. Esse estdgio de reconhecimento vegetal ¢ também chamado de

“estado de inducao”, ou “sensibiliza¢do” (KRETZSCHMAR et al., 1997). Seguindo esse
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comportamento, existem genes que sao responsaveis por reconhecer os PAMPs/MAMPs
no momento inicial da infec¢do, e sdo denominados “receptores de reconhecimento de
padrdes” (PRRs), sendo classificados como uma via de resisténcia qualitativa. Este
reconhecimento ¢ considerado um evento rapido e inicial, que provoca a ativagdo de
varios genes vegetais por fatores de transcri¢ao, semelhante a um efeito “em cascata”
(PASCHOLATT et al, 2008). Em geral, as plantas reconhecem o0s
PAMPs/MAMPs/DAMPs por meio de dois modelos: 1) uma determinada molécula do
patogeno de encaixa no receptor da planta e, havendo o encaixe, o sistema de defesa
vegetal ¢ acionado; 2) a planta detecta algum sinal bioquimico alterado com a presenca

ou ataque do patogeno.

Se a planta ndo foi capaz de realizar o reconhecimento inicial, uma ativagdo tardia
pode controlar a infec¢do causada pelo patogeno, sendo realizada pelos “genes-R”. Esse
mecanismo ¢ chamado resisténcia quantitativa, ou resisténcia adaptativa-especifica. Os
“genes-R” reconhecem as moléculas efetoras, que sdo codificadas por genes de viruléncia
e secretadas pela fitopatdgeno. Como consequéncia dessa resisténcia quantitativa,
disparada pelos efetores, as plantas passam a tornar o ambiente vegetal indspito para o
desenvolvimento do microrganismo, liberando as espécies reativas de oxigénio (ROS)

e/ou provocando a hipersensibilidade (AMORIM e PASCHOLATI, 2018).

1.7 Inducio da resisténcia e efeito priming — uma abordagem peptidica

Segundo Amorim e Pascholati (2018), o reconhecimento dos PAMPs/MAMPs
pode sinalizar a indugdo da resisténcia. Existem dois tipos de resisténcia induzida:
resisténcia sistémica adquirida (RSA) e resisténcia sistémica induzida (RSI). A RSA ¢
sinalizada através da via da biossintese do acido salicilico (AS) e de proteinas PR (como
as quitinases e glucanases), enquanto a RSI € sinalizada pelos hormonios acido jasmonico
(AJ) e etileno (ET) e est4 associada a potencializagcdo da expressdo de genes regulados

por estes hormonios.

Dentre essas vias de inducdo de resisténcia, existe o fendmeno priming, que ¢
reconhecido como um estado de pré-condicionamento ou sensibiliza¢do da planta, uma
forma de deixar a planta “em estado de alerta” e preparada para ativar seus mecanismos
de defesa de maneira mais rapida e eficiente quando desafiadas por estresses bidticos e

abioticos. Estudos relacionados a ativagao desse fenomeno vém ganhando destaque para
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o desenvolvimento de novas estratégias no controle de doencas vegetais (AMORIM e

PASCHOLATI, 2018; MONSTESINOS et al., 2021).

Os indutores de defesa vegetal sdo vistos como estratégias complementares que
podem ter efeito retardando ou inibindo o desenvolvimento do microrganismo alvo. Os
indutores artificiais sdo capazes de ativar as vias de defesa RSA e RSI antes da chegada
do patogeno, provocando assim, o efeito priming na planta (CARAVACA-FUENTES, et
al., 2021). Atualmente existem produtos quimicos comerciais classificados como
indutores artificiais de defesa vegetal, como exemplo, o acybenzolar-S-metilico (nome
comercial BION 500W®). Trata-se de um composto sintético analogo ao acido salicilico
e tem fung@o semelhante na via de transducao do sinal que leva a RSA (BAYZAL et al.,
2003). Para laranjeiras foram publicados trabalhos que demonstram a eficiéncia da
ativacdo do sistema de defesa em plantas infectadas com Las (DAROLT, et al., 2020),
especialmente demonstrada pela superexpressao de genes relacionados as vias dos acidos

salicilico e jasmonico.

No contexto do patossistema do HLB, torna-se interessante estudar os
mecanismos de regulacdo da defesa vegetal, bem como, buscar moléculas capazes de
induzir artificialmente o efeito priming em citros, uma vez que a literatura aponta que o
crescimento de Las nas plantas e o desenvolvimento da doenga estd diretamente

relacionada com a modulacdo do sistema imunoldgico da planta (MA et al., 2022).

Peptideos também foram descritos para atuar como elicitores de defesa em plantas
(ZHANG et al., 2019; MALIK et al., 2020), pois desencadeiam a resposta imune em vias
complexas reguladas por moléculas sinalizadoras como 4acido salicilico (AS), acido
jasmonico (AJ), etileno (ET) e acido abscisico (ABA) (DERKSEN et al., 2013; MUR et
al., 2013; LIEVENS et al., 2017; LI et al., 2019). Isso pode provocar uma resposta

sistémica em toda a planta.

PEP’s sao uma classe de peptideos elicitores endogenos e se tratam de sequéncias
encriptadas da extremidade C-terminal de proteinas precursoras da sinalizagao do sistema
de defesa vegetal, constituidas de 20-23 aminoacidos. No trabalho de Ruiz e
colaboradores (2018), os peptideos PdPepl e MdPep3, codificados no genoma de
diferentes espécies de Rosaceae, apresentaram atividade antibacteriana in vitro e

aumentaram a resisténcia das plantas quando expostas a Xanthomonas arboricola,
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bactéria Gram- que ataca Prunus spp. (Rosaceae)., abrindo perspectivas para trabalhos

com fitopatégenos de culturas economicamente importantes

Hé relatos da dualidade na funcao dos peptideos antimicrobianos: os peptideos
MaSamp (HUANG et al., 2021) e BP178 (MONTESINOS et al., 2022) podem atuar como
elicitores do sistema vegetal em laranjeiras e em amendoeiras, respectivamente, € também
apresentam propriedade antibacteriana. Essa perspectiva abre caminhos para estudos no
campo da biotecnologia, que relacionam a atividade eliciadora do sistema vegetal

provocada por peptideos que apresentam atividade antibiotica definida.

1.8 Via de biossintese do acido jasmonico (AJ)

Acido jasménico, metil-jasmonatos (aromatico e volatil) e jasmonoil-isoleucina
encontram-se largamente distribuidos em tecidos de plantas (STUMPF e CONN, 1981).
O aumento na quantidade de transcritos da via do 4cido jasmonico tem sido detectado em
plantas durante ou ap6s uma variedade de estresses, incluindo ataques por insetos,
infeccdo por patogenos necrotroficos e em processos fisiologicos, como crescimento e
desenvolvimento, senescéncia, armazenamento temporario de nitrogénio e biossintese de
moléculas regulatorias (HILDEBRAND et al., 1989; CREELMAN e MULLET, 1997;
FEUSSNER et al., 1995)

Nos cloroplastos o 4cido alfa linolénico sofre uma oxigenacdo pela enzima
lipoxigenase (LOX), levando a producdo de 13-hidroperoxi-linolénico (13-HPOTE).
Esse produto serd convertido, pela enzima alene oxido-sintase (AOS) em acido 12,13-
epoxilinolénico, composto instdvel que serd oxidado pela aleno 6xido ciclase (AOC) e
levara a producdo do 4cido 12-oxofitodiendico (OPDA). No peroxissomo, o OPDA sera
reduzido pela enzima OPDA redutase (OPR). Apds 3 reacdes de beta-oxidagdo, serd
produzido o acido jasmoénico. O AJ pode ir para a via do Me-JA, ou ainda, se conjugar a
um aminodcido (Isoleucina), formando o jasmonoil-Ile. No contexto do HLB, monitorar
a expressao da via do AJ € imprescindivel, uma vez que plantas expostas ao inseto D. citri
apresentam alta expressao de jasmonatos (KILLINY e NEHELA, 2017; ZEIER 2013;
SHIVAII et al. 2010).
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Figura 2. Rota biossintética de ativagao da producgdo de acido jasmdnico em plantas
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Fonte: Modificado de Oliveira, 2015 e Secatto, 2013.

1.9 Via de biossintese do acido salicilico (AS)

O 4cido salicilico ¢ um produto natural que age como sinalizador nas plantas,
principalmente na defesa contra microrganismos hemibiotréficos e o acimulo desse
composto nos tecidos das plantas induz a resisténcia sistémica adquirida (SAR). Trata-se
de um composto fendlico sintetizado pelas plantas, contendo um anel aromatico € um
grupo hidroxila (DEMPSEY et al., 2011). O AS ¢ produzido no cloroplasto e transportado
sistemicamente para o floema, sua biossintese ¢ conhecida como ‘Via do 4acido
Chiquimico’ (EBEL., 1986; NICHOLSON ¢ HAMMERSCHMIDT, 1992) ¢ esta ligada
as vias biossintéticas da fenilalanina amonia liase (PAL) e do isocorismato (ICS) (CHEN
et al. 2009; WILDERMUTH et al. 2001). Entre os sinalizadores quimicos que indicam
RSA, 0 AS ¢ considerado um dos mais importantes, por induzir a sintese das pathogenesis

proteins (PR proteinas) (DEMPSEY et al., 2011; TOUNEKTTI et al., 2013).

A via do isocorismato, responsavel pela maior parte da produg¢do do AS, ainda
continua incerta. Acredita-se que ainda no cloroplasto, ocorre a ativacdo de isochorismate

synthase (ICS), que em conjunto com isochorismate pyruvate synthase (IPL) ¢
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responsavel pela conversao do isocorismato em acido salicilico. Um gene chave na via
do AS ¢ o non-expressor of pathogenesis-relate genes-1 (NPR1), que regula diretamente
a producao de ICS. O excesso de producdo de AS (que pode ser tdxico para a planta)
resulta na deoligomerizagao de NPR1 e sua translocagdo para o nucleo, onde suprime a

producao de ICS (ZHANG et al., 2019).

O acido salicilico ainda pode existir na forma de diferentes conjugados formados
pela sulfonatacao, hidroxilacdo, glicosilagao, metilagdo e também por sua conjugacao
com aminoacidos. Algumas dessas modificagdes permitem que grandes quantidades de
AS sejam armazenadas no vacuolo das plantas. Na metilacdo, um dos processos mais
recorrentes, o0 AS ¢é convertido a metil salicilato (Me-SA) por metil-transferases
(DEMPSEY et al., 2011; CHEN et al., 2003). Esse processo ¢ mediado pelo gene
relacionado a producdo de 4cido-benzdico-caboxil metil-transferase 1 (BSMT1)
(DEMPSEY et al., 2011). Esse gene também estd relacionado a biossintese de AJ
(ATTARAN et al., 2009).

Os PR-genes da familia PR1, PR2 e PRS5 também sdo conhecidos por serem
ativados como resposta a produg¢do de acido salicilico. As “PR proteinas” estdo
relacionadas a familia das 1,3-f-glucanases, enzimas induzidas a expressdo
principalmente em plantas infectadas por fitopatdgenos como fungos, bactérias e virus
(PIETERSE et al., 1996). A presenga da 1,3-f-glucanase ¢ essencial nos estagios iniciais
e avangados das infecgdes e também esté relacionada a producao de hidrolases, enzimas
que dificultam o desenvolvimento de patégenos (BRAGA, 2008) e as classifica como

marcadores de SAR.

Trabalhos anteriores determinam que o genoma de Candidatus Liberibacter spp
contém um gene putativo para a SA-hidroxilase (CLABASIA 00255) (DUAN et al.,
2009; WULFF etal., 2014) , também presente no genoma de variadas fitobactérias, como
Agrobacterium spp., Rhizobium spp., Burkolderia spp (LI et al., 2017). Na caracterizagao
funcional do gene, WANG e PAKAJ (2013); LI et al (2017) determinaram que ele esta
relacionado a producdo da enzima salicilato hidroxilase (SahA), capaz de hidrolisar o
acido salicilico produzido pela via do isocorismato e converté-lo em catecol, composto
organico, também conhecido como benzenodiol, que apresenta similiaridade com a
estrutura molecular do AS, porém néao tem efeito indutor do sistema de defesa vegetal. A
explicacdo mais provavel para esse fenomeno ¢ que as bactérias (Las) induzem alteragdes

no metabolismo do hospedeiro em beneficio proprio (KIM, et al., 2009; SUH, et al., 2018)
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e por isso, estudar moléculas indutoras do sistema de defesa de Citrus sinensis ganhou

evidéncia como uma possivel estratégia para mitigar os efeitos do HLB nas plantas.

Figura 3. Rota biossintética de ativa¢ao da producdo do acido salicilico em plantas
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Fonte: Modificado de Hu et al., 2022.

1.10 Situacio atual do emprego de peptideos em producio de larga escala e
perspectivas para o setor da citricultura

Diversas alternativas de produtos quimicos ja foram propostas no combate do
Cancro citrico e controle do Huanglongbing visando um manejo mais eficiente e uma
agricultura mais sustentavel, propondo a diminui¢do dréstica da quantidade e frequéncia
de aplicacao de produtos & base de cobre e inseticidas quimicos, contudo nenhuma
estratégia foi eficiente. Os peptideos antimicrobianos sdo conhecidos como agentes
eficientes na inibi¢ao de bactérias (BULLET et al., 2004), células tumorais, sinalizadores
do sistema imunologico de insetos, mamiferos e plantas (LI et al., 2021). Os peptideos

antimicrobianos podem ser divididos em antivirais, antibacterianos, antifungicos e
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peptideos antiparasitarios (JENSSEN,et al., 2020). Os peptideos antibacterianos podem
ter alvo intracelular, semelhante aos antibidticos tradicionais, que atuam interrompendo
reacdes metabdlicas e o crescimento celular, como também, podem ser mais modernos e
apresentar alvo membranolitico, causando a lise celular. A segunda classe de peptideos
antibioticos descrita apresenta grande interesse devido a baixa probabilidade de sele¢ao
ou inducdo do surgimento de bactérias resistentes a esses agentes, pois para este caso, as
bactérias necessitariam passar por diversos eventos de mutagdes genéticas para alterar
todos os componentes do alvo (LEE et al., 2019; ZASLOFF, 2019). Por esse motivo, os
peptideos antimicrobianos membranoliticos tém sido cada vez mais estudados e avaliados

como uma alternativa para a produgao de novas drogas.

No ambito da satide humana, os peptideos vém sendo amplamente empregados
em terapias antivirais e antitumorais, sendo o principio ativo dos medicamentos Abarelix,
Bivalirudin, Bleomycin, Calcitonin, Cetrorelix, Corticotropin, Cosyntropin,
Cyclosporine, Daptomycin, Desmopressin, Enfurvirtide, Eptifibatide, recentemente
aprovados pela Administragdo de Comidas e Remédios dos EUA (FDA) e ja disponiveis
em farmacias ao redor do mundo (CHEN et al., 2020). Ainda, outras sete sequéncias
peptidicas ja foram aprovadas pela mesma agéncia internacional, para uso no mercado
alimenticio ou em desenvolvimento de farmacos para uso clinico, sendo uma tendéncia
cada vez maior o desenvolvimento e aplicacdo desses peptideos nas mais diversas areas

(DATTA e ROY, 2021; LI et al., 2021).

Nas perspectivas agricolas, existem algumas empresas que vém trabalhando
diretamente com o uso de peptideos para o controle de doengas, como podemos citar a
Vismax©, Invaio Sciences©, PeptideBio©, visando aplicacdes inclusive, para a
citricultura. Até o presente momento, o Unico peptideo utilizado em campo apresenta
atividade inseticida frente a lepiddpteros e lagartas, recebe o nome comercial de Spear

LEP® e ¢ comercializado pela empresa inglesa Vestaron©.

Os peptideos sdo macromoléculas que podem ser utilizadas para técnicas de
transformagdo genética de plantas, podem ser adaptados em vérios tipos de formulagdes,
como os microgéis, nanoencapsulagdes, ou ainda, podem ser fusionados a outros
peptideos de ancoragem, permitindo a fixacdo desses 'conjugados' em folhas e outros
tecidos vegetais conforme proposto por Dilarri (2021), possibilitando uma liberacao
prolongada. Essas modificagdes relacionadas ao modo de liberagdo e de formulacao do

produto visam uma maior intera¢do da macromolécula com o patdégeno, ou ainda, reduzir
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a degradagao do peptideo por fatores bioticos, evitar o efeito da lixiviagdo, que poderia
ser um problema para essa classe de produtos. Desta forma, pensando na versatilidade
das aplicagdes peptidicas, o presente trabalho teve como meta a selecdo de peptideos
antimicrobianos para o potencial manejo, controle e prote¢ao de plantas citricas frente as
doengas Cancro citrico e Huanglongbing. A primeira abordagem foi a selegdo de
peptideos antibioticos com diferentes alvos (intracelular e membranolitico) para propor
qual estratégia seria mais eficiente no combate das bactérias. A segunda proposta
vislumbrou avaliar a atividade eliciadora do sistema de defesa vegetal induzida por meio

da aspersao dessas macromoléculas.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Propor peptideos com atividade protetiva frente & Xanthomonas citri subsp. citri
em plantas sob condi¢ao de casa de vegetacdao e com atividade protetiva e eliciadora do
sistema de defesa vegetal frente a Candidatus Liberibacter asiaticus em plantas sob

condicdo de casa de vegetagdo.
2.2 Objetivos especificos
i) Selecionar ¢ sintetizar sequéncias peptidicas de interesse, empregando a metodologia

da fase solida; purificar e identificar os peptideos, utilizando cromatografia liquida de alta

eficiéncia e espectrometria de massas;

ii) Avaliar em meio de cultura a atividade antibidtica dos peptideos em Escherichia coli,

Liberibacter crescens e Xanthomonas citri subsp. citri;

iii) Determinar o modo de acdao dos peptideos antibacterianos por meio de estudos com

microscopia eletronica de transmissdo e analise miméticos de membrana;

iv) Avaliar o efeito da pulverizacdo dos peptideos em mudas de laranja-doce, frente a

infec¢do por Candidatus Liberibacter asiaticus e Xanthomonas citri subsp. citri,

v) Determinar a atividade elicitora de defesa vegetal dos peptideos em laranjeiras

infectadas com Candidatus Liberibacter asiaticus.



48

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese, purificacdo e caracterizacao de peptideos

Os peptideos lineares e os ciclicos (Quadro 1) foram sintetizados manualmente pelo
método da fase solida (STEWART & YOUNG, 1984; AMBLARD et al., 2005), de acordo
com o protocolo padrao que emprega o grupamento base-labil Fmoc como protetor dos a-
amino grupos, e derivados terc-butilicos para a prote¢do das cadeias laterais de residuos
de aminodcidos trifuncionais (CHAN & WHITE, 2000). As resinas de partida foram Rink-
Amida para peptideos lineares ou Wang para peptideos ciclicos, e as etapas de acoplamento
foram direcionadas com agentes de condensac¢do, por meio de reagdes com duracdo de 2
horas. A desprotegdo dos grupos a-aminicos foi realizada empregando-se uma solugdo de
4-metilpiperidina 20% (v/v) em DMF, com tempo de exposicdo de 20 minutos. Nos
peptideos BP143, Citrusina III, GrOl1, Guavanin-2 e MdPep3, foi introduzida uma
metionina N-terminal a sequéncia original. Pensando nas futuras aplicacdes dos peptideos
para a expressao e transformagao de plantas, optou-se por acoplar as sequéncias peptidicas
encriptadas de proteinas, o aminodcido metionina (M) as extremidades N-terrminal, que
codifica o inicio da tradugdo celular, mimetizando com mais propriedade a molécula que
seria produzida via expressao génica vegetal. Para algumas sequéncias, ndo houve adi¢ao
da M a extremidade N-terminal da sequéncia peptidica (Quadro 1). A eficiéncia das etapas
de entrada de cada aminoécido foi monitorada pelo teste de ninidrina (KAISER et al.,
1970). A acetilagdo das sequéncias peptidicas, foi feita com anidrido acético, por 30

minutos.

A sintese dos peptideos BP143, Gr0O1, Guavanin-2, Lin-3, K-13, MdPep3 e foi
desenvolvida seguindo os protocolos basicos da Sintese Peptidica em Fase Solida
partindo-se de 0,7g de uma resina Rink Amida MBHA de grau de substituicdo 0,55
mmol.g™!, a qual foi utilizada para produzir peptideos com um grupamento amida na
extremidade C-terminal, apds a clivagem final. Para a sintese do peptideo MdPep3 foi
realizada a etapa de acetilacdo dos residuos da extremidade N-terminal empregando
anidrido acético e N,N’- diisopropilcarbodiimida em dimetilformamida. O uso da resina
Rink Amida MBHA e o procedimento de acetilacdo realizado para MdPep3 foram
necessarios para mimetizar as ligagdes peptidicas nestas regides, visto que nestes
peptideos, os residuos das extremidades C- e N-terminais correspondem a residuos

internos e conservados de sequéncias proteicas (BARBOSA, 2012).
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A clivagem final dos peptideos das respectivas resinas e a desprote¢ao dos grupos
protetores das cadeias laterais foi efetuada utilizando 4cido trifluoroacético (94,5%), agua
deionizada (2,5%), etanoditiol (2,5%) e triisopropilsilano (0,5%), a 25°C por 3 horas.
Peptideos denominados brutos foram precipitados e lavados com éter dietilico gelado e
centrifugados seis vezes, sob forca de agitacdo de 3000 x g, durante 5 minutos

solubilizados em solugdo aquosa de acido acético 10% e liofilizados.

A purificagdo dos peptideos lineares BP143, GrO1, Guavanin-2, K13 foi feita por
cromatografia liquida alta eficiéncia (Shimadzu) em coluna de fase reversa Jupiter
Phenomenex Cis (250 x 10 mm; 10um; 300 A) com um gradiente linear de 30-60% de
componente organico (acetonitrila; dgua; 0,036% TFA), em 90 minutos, com fluxo de 2,5
mL/min e detec¢dao a 220 nm (azul) e 280 nm (vermelho) para residuos cromoéforos. Os
peptideos lineares MdPep3 e Lin3 foram purificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Shimadzu) em coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex Cis (250 x 10 mm;
10pm; 300 A) com um gradiente linear de 20-50% de componente organico (acetonitrila;
agua; 0,036% TFA), em 90 minutos, com fluxo de 2,5 mL/min e deteccdo a 220 nm (azul)
e 280 nm (vermelho) para residuos cromoéforos. A caracterizagdo dos produtos apos
purificacao foi feita utilizando um espectrometro de massas ion trap 3D modelo AmaZon
SL (Bruker) acoplado a um cromatografo liquido Shimadzu (LC-MS) empregando o modo
de ionizacao positivo (ES-MS positivo). Para comparacdo das massas peptidicas téoricas
em relacdo as massas obtidas com a sintese em fase soélida, foram utilizados os softwares

Phyre2 e PepCalc.

Para a sintese em fase s6lida do peptideo ciclico Citrusina III partiu-se de 0,7g de
uma resina Wang-Ser(tBu) de grau de substitui¢do de 0,37 mmol.g™!, a qual foi utilizada
para produzir peptideos com um grupamento amina na extremidade C-terminal apds a
etapa de clivagem, permitindo assim a ciclizag¢ao “cabega-cauda”. A clivagem de Citrusina
IIT foi procedida utilizando &cido trifluoroacético (94,5%), dgua deionizada (2,5%),
etanoditiol (2,5%) e triisopropilsilano (0,5%), a 25°C por 3 horas. Peptideos denominados
brutos foram precipitados e lavados com éter dietilico gelado e centrifugados seis vezes
sob forca de agitacao de 3000 x g, durante 5 minutos dissolvidos, em solu¢dao aquosa de

acido acético 10% e liofilizados.

Com o peptideo Citrusina III linear purificado (63 mg), o processo de ciclizagdo do
peptideo foi realizado em sucessivas bateladas, partindo de quantidades reduzidas de

peptideo, 5 mg do peptideo linear em cada etapa, para favorecer a ciclizagdo. O processo
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de ciclizagdo quimica dos orbitideos foi realizado em solucdo diluida com
dimetilformamida (0,001 mol.L!), contendo 1,5 equivalentes de fosfato de hexafluor 2-
(1H- benzotriazol-1-il)-1,1,3,3- tetrametiluronio (HBTU) e 2 equivalentes de N-
etildiisopropilamina (DIEA) sob agitagdo por 2 horas. Ao final do processo, foi obtido 21,4

mg de peptideo Citrusina III ciclico.

A purificagao do peptideo Citrusina III foi feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Shimadzu), usando uma coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex Cis (250 x
10 mm; 10um; 300 A) com um gradiente linear de 35-65% de componente organico
(acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em 90 minutos, com fluxo de 2,5 mL/min e deteccdo a
220 nm (azul). A caracterizacdo dos produtos apds purificagdo foi feita utilizando um
espectrometro de massas ion trap 3D modelo AmaZon SL (Bruker) acoplado a um
cromatografo liquido Shimadzu (LC-MS) empregando o modo de ionizacdo positivo (ES-
MS positivo). Para comparagdo das massas peptidicas téoricas em relagdo as massas

obtidas com a sintese em fase sélida, foram utilizados os softwares Phyre2 e PepCalc.

Os peptideos BP178, PreHLBO1 ¢ PreHLB02 (os dois ultimos com sequéncias
ocultadas) foram doados pelo Prof. Dr. Emilio Segui Montesinos, da Universidade de
Girona (UdG) — Espanha, como colabora¢do dentro do projeto Europeu Pre-HLB -
Preventing HLB epidemics for ensuring citrus survival in Europe, projeto financiado pelo
programa European Union's Horizon 2020 (No 817526) e do qual o FUNDECITRUS ¢
colaborador. O método de producdo selecionado também foi a sintese quimica em fase
solida. Para garantir a pureza de 95%, o material também foi identificado por

Espectrometria de Massas — ESI e purificado por HPLC de fase reversa.

Quadro 1. Estrutura priméria dos peptideos sintetizados

Nome Origem Sequéncia Referéncia

BP143* Biblioteca HsN*-MKKLEKKILKYL-CONH, Guell et al., 2011

HsN*-KKLFKKILKYLAGPAGIGKFLHSAK-KDEL-

BP178** Biblioteca Montesinos, 2017

OH
Citrltljlsina Citrus natsudaidai ciclo(MPLLPYGS) Matsubara et al., 1991
Grol Gossypium raimondii HsN*-MGFKLGRKLVKVFKWII-CONH; Ramada et al., 2017
Guavanin-2 Psidium guajava HsN*-MRQYMRQIEQALRYGYRISRR-CONH; Porto et al., 2018
K13 Scorpion venon H3N*-XXX-CONH; Crusca etal. (no

prelo)

Lin3 Biblioteca HsN*-WRWYCRCK-CONH, Rocha, 2018
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MdPep3 Mallus domestica Acetil-MQRGIVCAENPPLSTGSGGQIN-CONH; Ruiz et al., 2018
HLB-01** Biblioteca XXX Montesinos, 2022
HLB-02** Biblioteca XXX Montesinos, 2022

*(O aminoacido sublinhado corresponde ao D-aminoacido; ** peptideos recebidos da colaboragdo

com Universidade de Girona (UdG).

3.2 Determinacido da concentracio inibitéria minima (CIM) de peptideos

frente a bactérias

A avaliagdo da atividade antibacteriana dos peptideos foi realizada com

Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), Liberibacter crescens BT-1 e Xanthomonas

citri subs. citri nos meios LB, BM7 e NA, respectivamente e conforme condigdes de

crescimento descritas no Quadro 2.

Quadro 2. Especificagdes do crescimento celular de Escherichia coli, Liberibacter crescens €
Xanthomonas citri subsp. citri

Meio de cultivo

Escherichia coli

Liberibacter crescens

Xanthomonas citri
subsp. citri

LB

BM7

NA

Composicéo (1L)

10g bacto-triptona
5¢ extrato de levedura
15g glicose

550mL solugdo A*
300mL TNM-FH**
150mL Soro Bovino Fetal

39 extrato de carne
5g peptona
5¢ cloreto de sodio

10g cloreto de sddio (Hyclone)
Condigdes de incubacéo 24 horas/37 °C 5 dias/28 °C 48 horas/28 °C
N . Fagen et al., 2012; Fagen et | Zachowski e Rudolph.,
Referéncia Bertani, L. 1951 al. 2014 1988

*Solugdo A (1L): 3.64g de acido a-cetoglutarico, 18,20g de ACES, 6,85g de KOH, pH=6,9, **
TNM-FH (IM008, Himedia): meio comercial para cultivo de insetos, rico em L-aminoacidos.

A atividade de inibi¢do foi determinada pela técnica de diluicdo seriada em

microplacas de 96 pocos (Corning, CLS3603) de acordo com a metodologia descrita
segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI

2006). Os testes foram realizados em duplicata técnica (dois

pogos

diluicao/peptideo/bactéria) e triplicata biologica. Como controle positivo foi utilizado o

por

antibiodtico ciprofloxacina (80 pmol.L™!) (Sigma-N1628). Como controle negativo foi

utilizado o meio de cultivo + suspensao bacteriana diluida com meio de cultivo adequado.

As solugdes peptidicas foram padronizadas pela massa (g) com auxilio de uma

balanga analitica (para peptideos sem residuos cromoforos na sequéncia peptidica) e via
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espectrofotometria com Axgonm para peptideos com residuos cromoforos (triptofano ou
tirosina na sequéncia peptidica), solubilizados em dgua destilada e armazenados em -

20°C. Para determinar a concentracdo da solucao estoque usa-se a Equacao 1:
Equacio 1. Padronizacdo da concentragdo dos peptideos

A=c¢b.c

A= absor¢io pelo espectrofotometro (U.A.), € = coeficiente de extingdo molar (L.mol!.cm™), b =

caminho 6timo (cm), ¢ = concentra¢do (mol.L™).

Os ensaios consistiram na incubacao de uma cultura de E. coli em meio LB em
um Erlenmeyer de 125 mL e acondicionadas em um shaker a 37°C, 180 rpm pelo periodo
de 24 h. As culturas bacterianas foram padronizadas com o auxilio de um
espectrofotometro ajustado no comprimento de onda de 600 nm, estando as leituras entre
0,08 e 0,10 unidades arbitrarias (U.A.). Posteriormente, as suspensdes foram diluidas
(1:10) em meio LB, obtendo-se uma concentragio de 1,0 x 107 ufc.mL™, a qual foi

utilizada nos ensaios.

Inicialmente foi adicionado em cada pogo da placa 80 uL de meio de cultivo LB,
e posteriormente 100 uL dos peptideos previamente padronizados em 450 pmol.L! no
poco com maior concentracdo peptidica. Foi procedida entdo a dilui¢do seriada das
amostras nos pogos B até H, com 100 pL de solugdo por toda a respectiva coluna, de
maneira a obter um gradiente de concentragdes peptidicas decrescente. Na tltima diluicdo
preparada, foram removidos 100 pL da diluicdo meio+peptideo. Ao final, foi adicionado
em todos os pogos 20 uL da suspensdo bacteriana, totalizando um volume final de 100
uL em cada pogo da microplaca. Foram preparadas desta forma 8 dilui¢des seriadas, nas

concentracdes de 3,12 pmol.L™'a 200 pmol.L™.

Para Xcc, a cultura bacteriana foi crescida em meio liquido NA em um Erlenmeyer
de 250 mL e acondicionadas em um shaker a 28°C , 180 rpm por 48 horas. Em seguida,
a cultura foi padronizada com o auxilio de um espectrofotometro ajustado no
comprimento de onda de 600 nm, e leituras entre 0,3 e 0,4 unidades arbitrarias (U.A.).
Posteriormente, as suspensdes foram diluidas (1:10) em meio NA, obtendo-se uma

concentracdo de 1,0 x 107 ufc.mL"!, a qual foi utilizada nos ensaios.

Para o teste na microplaca adicionou-se em todos os pocos 180 puL de meio de

cultivo NA, e posteriormente 200 pnL dos peptideos previamente padronizados em 422,2
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pumol.L! no pogo com maior concentragio peptidica. Foi procedida a diluicdo seriada
desses pocos com 200 pL de solugdo em todos os pocos da respectiva coluna, de maneira
a obter um gradiente de concentragdes peptidicas decrescente. Ao final, foi adicionado
em todos os pogos 20 uL da suspensao bacteriana padronizada, totalizando um volume
final de 200 uL em cada pogo da microplaca. Foram preparadas desta forma 8 diluigdes

seriadas, nas concentra¢des de 3,12 umol.L™'a 200 pmol.L.

Para Lcr, a cultura bacteriana foi crescida em meio liquido BM7 em um tubo
falcon de 50 mL e acondicionada em um shaker a 28°C, 200 rpm por 5 dias, até atingir a
densidade 6tica (DOsoonm) entre 0,8 ¢ 1 unidades arbitrarias (U.A.). Posteriormente
pipetou-se em todos os pogos 190 puL. de meio cultivo BM7, e em seguida, 200 pL dos
peptideos previamente padronizados em 410,5 pmol.L™! apenas nos pocos da linha A
(Figura 1). Apds esse passo, foi precedida a dilui¢do seriada com 200 pL de solugdao em
todos os pocos da respectiva coluna, de maneira a obter um gradiente de concentracdes
peptidicas decrescente. Ao final, foi adicionado em todos os pogos 10 uL da suspensao
bacteriana padronizada, totalizando um volume final de 200 pL em cada poco da
microplaca. Foram preparadas desta forma 8 diluigdes seriadas, nas concentragoes de 3,12

umol.L"a 200 umol.L.

Apbs o periodo de incubacdo especifico para cada espécie, a viabilidade celular
foi determinada pelo método Resazurin Microtiter Assay (REMA), o qual consistem em
adicionar em cada poco da microplaca, 30 puL do reagente resazurina (7-hidroxi-3H-
phenoxazin-3-onal0-6xido) (Sigma, 62758-13-8) a 0,01%. Pogos que mantém a
coloragdo azul indicam auséncia de crescimento celular, enquanto pogos que apresentam
a coloragdo rosa indicam crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002). A resazurina
¢ considerada o indicador mais utilizado em condigdes de reducao em meios de cultura
(FUKUSHIMA et al., 2003). O mecanismo baseia-se na redug¢do da resazurina (cor
purpura) em resarufina (cor résea). A resazurina tem uma correlagdo direta com a
quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até

células de mamiferos (O’BRIEN et al., 2000).
3.4 Determinacio do potencial hemolitico dos peptideos
A metodologia usada para avaliacao do teste hemolitico foi baseada em ONUMA

et al (1999). Para a realizagdo de tal experimento, o projeto foi previamente submetido a

aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
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Campus de Araraquara da UNESP (CEP-FCF), sendo aprovado com o numero CAAE:
61293316.4.0000.5426. Hemaceas humanas (O+) foram coletadas e lavadas trés vezes
em tampao fosfato, sendo padronizadas a 1% (v/v). Os peptideos foram solubilizados em
tampdo PBS a 200; 100; 50; 25; 12,50, 6,25 e 3,12 pmol.L!. Aliquotas de 100 uL da
suspensao de hemaceas e 100 pL da solug¢ao de peptideos foram incubados a 37°C por 1
hora. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 2 min e 100 uL

do sobrenadante foram colocados em placas de cultura celular de 96 pocos.

Como controle positivo foi utilizado uma solu¢ao de Triton X-100 a 1% (v/v). O
tampao fosfato foi utilizado como controle negativo. O ensaio foi realizado em triplicata
para determinar a porcentagem de hemolise, conforme demonstrado na equacgdo abaixo

(ONUMA et al., 1999).
Equacio 2. Porcentagem de Hemolise
% Inibicao de Atividade Hemolitica = (A1/A0) x 100

Em que: Al representa a média das absorbancias obtida para cada concentragcdo de substancia
testada, ja subtraida da absor¢do do controle negativo de hemolise. AO representa a média das
absorbancias do controle positivo de hemolise, ja subtraida da absor¢do do controle negativo de

hemolise.

3.5 Determinacio do potencial litico dos peptideos

3.5.1 Experimento com miméticos de membrana por meio do vazamento da
carboxifluoresceina

O mecanismo de acdo de peptideos pode ser investigado in vitro com o auxilio de
miméticos de membrana. Nessa perspectiva, estudos com bicamadas lipidicas ou
lipossomas unilamelares, construidas a partir de lipideos presentes na parede celular
bacteriana tem sido amplamente explorados (LORENZON et al., 2015; CARRIJO, 2018).

Para mimetizar a parede celular de bactérias Gram negativas, os lipossomas foram
compostos de fosfatidiletanolamina (POPE) e fosfatidilcolina (POPC) na proporc¢ao de
3:1 (v/vm/m) (MURZYN et al., 2005). Os lipideos foram solubilizados em uma solugdo
de cloroféormio:metanol (4:1) idem. O solvente foi evaporado com gas nitrogénio até
formar um fino filme lipidico. Este filme foi acondicionado em dessecador overnight para
a eliminacdo do solvente.Posteriormente o filme foi hidratado com a adi¢do de uma

solucdo de carboxifluoresceina (CF), [(80 mmol.L ™) (Sigma® Life Science)], em tampao
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Tris (0,01 M, pH 7,4) e NaCl (0,15 M) e submetidas a agitacdo via ultrassom Unique,
USC-2850) e vortex (GEHAKA, AV-1) por 5 minutos formando as vesiculas
multilamelares (MLVs). Para obter as vesiculas unilamelares grandes (LUVs) e com
homogeneidade de tamanho, as MLVs foram submetidas a um extrusor, contendo um

filtro de policarbonato com poros de 100 nm de didmetro (Whatman Cyclopore PC).

A CF nao incorporada as vesiculas unilameres (LUVs) foi removida por meio da
filtragdo em gel em uma coluna de Sephadex G50 (Amersham Biosciences, GE17-0573-
02) estabilizada com Tris (0,01 mol.L"!, pH 7,4) e NaCl 0,15 mol.L -!. Para detec¢io e
quantificagdo do contetido peptidico extravazado, foi utilizado um espectrofotdmetro de
fluorescéncia VARIAN Cary Eclipse programado com os comprimentos de onda
especificos para a CF (492 nm para excitagdo e 517 nm para emissdo). O valor de 100%
de permeabilizacdo foi obtido pela adicdo de Triton X-100 (1%), o qual provoca o
rompimento das vesiculas e a liberagdo da CF. O ensaio ¢ realizado de forma cinética,
apos alcancar o primeiro minuto da analise, foi acrescido aos lipossomas, o peptideo na
concentracio de 20 umol.L!. Aos 5 minutos, foi adicionado o Triton X-100 para
rompimento total das vesiculas. Levando em consideracao a instabilidade das vesiculas,
a suspensdo de LUVs foi utilizada no mesmo dia do seu preparo. O experimento foi

realizado em triplicata.

3.5.2 Microscopia Eletronica de Transmissao— MET

Para inferir o modo de atuacdo dos peptideos, a suspensdo bacteriana de
Liberibacter crescens BT-1, apds exposicdo frente aos peptideos com atividade
antibiotica previamente estabelecidos no item 3.3, foram preparadas para a MET. Assim,
o volume de solucao presente nos pocos da microplaca (aproximadamente 200 pL em
cada poco) foi centrifugado a 5.000 x g, por 5 minutos, o pellet formado foi ressuspendido
em 200 pL de tampdo fosfato (0,1 mol.L"!, pH 7,2) e centrifugado novamente, sob as
mesmas condi¢des descritas. Tal passo foi repetido 3 vezes para garantir a limpeza do
pellet formado. O pellet foi ressuspendido em 200 pL de glutaraldeido 2,5% (em tampao

fosfato 0,1 mol.L"!, pH 7,2) overnight para a etapa de fixagdo das células.

Posteriormente, a suspensao foi centrifugada, o pellet formado foi ressuspendido
em tampdo fosfato (0,1 mol.L"!, pH 7,2) e novamente centrifugado. Esse passo foi

repetido 3 vezes para garantir a remog¢ao do excesso de reagentes de fixacdo. Ao final das



56

3 lavagens, o pellet foi ressuspendido em 200 pL de tampdo fosfato (0,1 mol.L!, pH 7,2)

e armazenado a 4°C, overnight, para o ensaio de MET.

As suspensoes bacterianas foram colocadas em uma grade de carbono, € em
seguida, o excesso da amostra foi removido com o auxilio de um papel absorvente. Em
seguida, 1 gota de solug¢do aquosa de acetato de uranila 1% (v/v) foi adicionado para corar
negativamente as bactérias presentes na solu¢dao. Depois de 1 minuto, o excesso de
solucao de acetato de uranila foi removido e a grade seca a temperatura ambiente. As
analises foram submetidas ao microscopio eletronico JEOL JEM-2100 LaBg com
aceleragdo de 200kv. As imagens obtidas foram tratadas utilizando o Software ImagelJ. O
equipamento utilizado esta localizado no Laboratorio Multiusuario da USP de Sao Carlos

— Instituto de Quimica.

3.6 Inducio por peptideos da expressao génica nas vias do acido salicilico e
acido jasmoénico

Foram utilizadas plantas de laranja-doce “Valencia’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’
com idade aproximada de 3 anos. As plantas foram podadas, alocadas em um ambiente
com condi¢des controladas, com fotoperiodo de 14 horas de iluminac¢do e 10 horas de
escuro, temperatura controlada de 28°C. Nas plantas com brotos no estddio V3
(CIFUENTES et al., 2019), foram aspergidos os peptideos em solu¢cdo aquosa a 100
pumol.L! individualmente em cada planta, com aproximadamente 4 mL de solugio
peptidica para cada planta com auxilio de um borrifador. O desenho experimental
consistiu em 4 repeti¢cdes por tratamento, com amostragem nos tempos de 1, 3, 7 e 15 dias
apos a aspersao. Em cada periodo uma amostra de 0,5 mg de tecido vegetal de cada planta
foi coletada, imediatamente congelada em nitrogénio liquido (N2) e armazenada no

freezer -80°C.

Figura 4. Esquema dos estagios de brotacdo das plantas de Citrus sinensis no decorrer do
experimento de expressdo génica. A: plantas em estagio V3, 1 dia apos a aspersdo dos peptideos
[100 pmol.L']; B: plantas em estagio V4, 3 dias apds a aspersdo dos peptideos, C: plantas em
estagio V5, 7 dias apods a aspersdao dos peptideos, D: plantas em estagio V6, 15 dias apos a
aspersao dos peptideos.
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3.6.1 Extracido do RNA total de folhas de Citrus sinensis

A extragao de RNA total foi feita pelo método do TRIzol LS (ThermoFisher),
partindo de 0,5 mg de tecido foliar. Para promover a lise do material vegetal, utilizou-se
o método fisico, expondo as amostras ao tissuelyzer na frequéncia de 30 Hertz por 45
segundos. Para extrac¢do dos acidos nucléicos utilizou-se o0 método quimico, adicionando
1,2 mL de TRIzol LS (ThermoFisher) + 5% de B-mercaptoetanol por um periodo de
incubacdo de 5 minutos, apds, adicionou-se 400 pL de cloroformio gelado.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a agitacao (vortex GEHAKA V2). O RNA
foi separado dos restos celulares através de centrifugagdo (12.000 x g, 20 minutos, 4°C),
onde o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. O RNA foi precipitado pela
adicdo de 400 uL de NaCl 1,2 mol.L! e citrato de so6dio 0,8 mol.L' e 400 uL de
isopropanol gelado. Essa mistura foi armazenada em freezer -80°C por 40 minutos e em
seguida centrifugada (12.000 x g, 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado 2 vezes com etanol 70%, sob centrifugacdo (Eppendorf 5472) de 10.000 x
g, durante 10 min, 4°C.

Para refinar a purificacao, foi feita uma segunda etapa de precipitagio do RNA
adicionando 50 puL de NaCl 0,2 mmol.L! e 250 pL de etanol absoluto. A solucdo foi
centrifugada (12.000 x g, 20 minutos, 4°C) e o pellet foi lavado 2 vezes com etanol 70%,
sob centrifugacdo (Eppendorf 5472) de 10.000 x g, durante 10 min, 4°C. O restante do
solvente foi seco no speed vaccum (Eppendorf), o pellet foi ressuspendido em 50 pL de
agua livre de nuclease (tratada com DEPC 0,1% e posteriormente filtrada em 0,2 um). O
RNA foi quantificado por espectrofotometria (NanoDrop® ThermoFisher) e a solugdo foi

armazenada no freezer -80°C.

3.6.2 Tratamento das amostras de RNA com DNAse e sintese do DNA complementar
(cDNA)
As amostras de RNA foram diluidas para a concentragdo final de 1000 ng.uL™.

Para remocao de possiveis contaminantes de DNA genomico, foi procedido o tratamento
enzimatico com a DNAse (ThermoFisher Scientific, TurboDNAse). Em microtubos de
500 pL, foram adicionados 10 pL de amostra de RNA, 2 pL de tampao (10X), 2 pL de
DNAse e 6 uL de agua DEPC (1%), totalizando 20 pL de reagdo. As amostras foram
incubadas por 30 minutos a 37°C e, em seguida, adicionou-se 2 pL de "Reagente de

Inativacdo de DNAse” (ThermoFisher). Apds 5 minutos em temperatura ambiente, as
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amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 1,5 minutos e o sobrenadante foi

transferido para novos microtubos e armazenados em freezer -80°C.

Em microtubos livres de DNAse, foram adicionados 5 pLL de amostras de RNA
tratados com DNAase, 1 puL dos primers N6 [10 mmol.L '] e OligoDT [10 mmol.L 1], 1
pL de dNTP's [5 mmol.L '], completando-se o volume para 11 pL com dgua DEPC (1%).
Em seguida as amostras foram incubadas a 70°C por 5 minutos e depois colocadas no
gelo por mais 5 minutos. Apds esse periodo, foram adicionadas 0,6 uL de agua DEPC
(1%), 4 uL de tampdo 5X, 2,4 pL de MgCl> [25 mmol.L!], 1 pL de "RNAse out" e, por
fim, 1uL da enzima Improm II (Promega). As amostras foram incubadas a 25°C por 5
minutos, 45°C por 1 hora e 70°C por 15 minutos. Por fim, as amostras de cDNA foram

armazenadas no freezer -20°C e utilizadas para a deteccdo via PCR quantitativo.

3.6.3 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real para avaliar a expressao génica
(RT-qPCR)

Para a andlise da expressdo génica foram utilizadas quatro repeti¢cdes biologicas
por tratamento de cada periodo avaliado. Essas repeti¢cdes foram analisadas em triplicata
técnica e como controle utilizou-se uma amostra sem cDNA ou controle negativo da
gPCR e uma amostra de DNA de citros como controle positivo da qPCR. Os ensaios de
RT-qPCR foram conduzidos no aparelho StepOnePlus Thermocycler (Applied
Biosystems). A quantificacdo da expressdo génica foi realizada por meio de PCR
quantitativa em tempo real (RT-qPCR). Primers especificos para cada gene alvo foram
empregados (Quadro 3). Dois genes de referéncia (GAPC2 e actina) foram utilizados
como controles internos da expressao (MAFRA et al., 2011). A reagdo foi constituida de
1 pL de cDNA, 1X de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e 0,15 mmol.L"!
de primers [100 mmol.L"!] no volume final de 12 pL.

O método utilizado para as amplificagdes constituiu-se de um ciclo de
desnaturagao inicial a 95°C por 10 minutos; seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos
e 60°C por 45 segundos. Ao final da termociclagem, a especificidade dos primers foi
determinada por meio de curva de dissociacdo ou melting curve. Os valores de ct (Cycle
Threshold) obtidos foram utilizados para calcular a expressao génica relativa pelo método
2-2ACT (SCHMITTGEN e LIVAK, 2001), utilizando-se a média das trés réplicas técnicas

de cada amostra.
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Quadro 3. Genes das vias biossintéticas dos acidos salicilico e jasmonico selecionados para
analises de expressao

Sigla, descricéo

d Forward/Reverse (5'-3") Fung&do molecular Referéncia
0 gene

GAPC2,

glyceraldeidoyde- TCTTGCCTGCTTTGAATGGA controle endégeno Mafra et al.,
3-desidrogenase  TGTGAGGTCAACCACTGCGACAT 2012
fosfato C2
ACT. actina-2 GCAACATTGCCACTGAAGATCCATC controle endégeno Mafra et al.,
' GTAGCTTGAATCTGGGAAGGGAAGG 2012
BSMTI, conversao do acido
carboximetii  GTTTAACGAGGCCGTTGATG salicilico (SA) em metil- Oliveira,
transferase do TCGTCAAGGAAACTGTCACG 2013

4cido salicilico salicilato (Me-SA)

marcador da resposta
NPR1, gene ndo- TTCCACTGCCATCGAAACTG mediada do acido Chenetal.,
expresso PR1  TGTAATCTTGTTTAAATGAGCCTCTTG  salicilico e indugdo de 2003
SAR em plantas

PR2, proteina

relacionada a TTCCACTGCCATCGAAACTG producédo da enzima Francis et
satogenesez  TGTAATTTGTTTAAATGAGCCTCTTG 1,3-4- glucanase al., 2009
LOX, GCAACATTGCCACTGAAGATCCATC —~ Producdodaenzima ooy o of

lipoxigenase nos

cloroplastos das plantas al., 2014

lipoxigenase ~ GTAGCTTGAATCTGGAAGGGAAGG

3.7 Efeito protetivo de peptideos contra cancro citrico em plantas em
condicao de casa de vegetacio

Para determinar a atividade antibiotica dos peptideos frente a Xanthomonas citri
subsp citri em um ambiente similar a dindmica que ocorre no ambiente agricola, foram
realizados experimentos com mudas de laranja-doce (Citrus sinensis) ‘Pera’ enxertada
em limado cravo em casa de vegetacdo. As plantas foram podadas e apos desenvolverem
brotos no estagio V5 (CIFUENTES, et al., 2019), realizou-se a aspersao de 2,5 mL de

peptideo na concentragio de 100 pmol.L! solubilizados em 4gua por planta.

Uma aliquota de 100 pL da suspensdo bacteriana que fora e utilizada para aspersao
das plantas, foi plaqueada em meio de cultivo sélido NA para quantificagdo do indculo.

Ap0s 48 horas incubadas a 30°C foi feita a contagem do niimero de UFC/mL

Apo6s 24 horas da aplicacdo dos peptideos, a suspensdo bacteriana de Xcc

padronizada em 1x10” UFC.mL"! foi aspergida na parte abaxial das folhas até o ponto de



60

escorrimento e as plantas foram mantidas em camara umida em casa de vegetagcdo. Apos
24 horas da aspersao do indculo bacteriano nas plantas, a cAmara imida foi removida. O
acompanhamento dos sintomas foi monitorado até 35 dias apds a aspersao dos peptideos.
O desenho experimental consistiu em 4 plantas por tratamento, com a coleta de 10 folhas
de cada planta. Os experimentos foram conduzidos em duplicata biologica. Como
controle positivo do experimento foi aspergido o produto comercial Recop na dose de 0,6
gL' de cobre metalico. Como controle negativo do experimento plantas receberam

apenas a aspersao da suspensao bacteriana.

Equacéo 3. Determinagdo da severidade de cancro citrico

g nameros de lesdes de necrose nas folhas

area foliar (cm?)
S: severidade dos sintomas de cancro citrico avaliados

3.8 Deteccdo de Candidatus Liberibacter asiaticus em plantas em condiciao
de casa de vegetacao tratadas com os peptideos antibidticos

3.8.1 Criagao de D. citri em plantas de citros infectadas com Candidatus Liberibacter
asiaticus

Psilideos adultos com 20 dias ap6s emergéncia foram confinados em plantas fonte
para Las em fluxos vegetativos em estagio V2/V3, com aproximadamente 14 dias apds a
poda (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018). Foram confinados em média 10 psilideos
sadios por broto, os quais tiveram 12 dias de acesso a aquisicao (DAA) e nesse periodo
houve oviposi¢do. Os adultos foram removidos da planta fonte Las. A progénie F1
desenvolveu-se e foi mantida na mesma planta até completarem 20 dias de emergéncia
dos adultos, tempo superior ao periodo de laténcia de Las no inseto (CANALE et al.,
2019). Os psilideos adultos da progénie F1 podem ser utilizados para transmissao de Las

para novas laranjeiras sadias (LOPES, S. A; CIFUENTES-ARENAS J. C., 2021).

3.8.2 Inoculacdo de Candidatus Liberibacter asiaticus com D. citri em citros
pulverizados com peptideos: deteccao de Las e expressdo génica nas vias do acido
salicilico e jasmonico (Experimento 1).

Plantulas da variedade ‘Pera’ cultivadas em fibra de coco em tubetes em casa de
vegetacdo, 120 dias apos semeadura e com aproximadamente 20 cm de altura, foram

podados para estimular a brotagdo por meio da quebra da dorméncia apical vegetal e
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mantidos em condi¢des controladas com temperatura de 26°C + 2°C, luminosidade

artificial com fotoperiodo de 12 h e umidade relativa de 60%.

Brotos no estagio vegetativo V2/V3 (CIFUENTES-ARENAS et al., 2018)
receberam a aplicacdo (-5 DAI) via pulverizagao dos peptideos: BP178, Gr01, Guavanin-
2, K-13, Lin-3 na concentrac¢do de 100 umol.L"! e HLBO1 e HLB02 na concentragdo de
20 pmol.L! (Figura 5). Como controle positivo de indugdo do sistema de defesa vegetal
utilizou-se o produto comercial Bion® (ASM) preparado na dose de 0,8 g.L'. Como
controle negativo do experimento as plantas foram aspergidas com agua. Uma segunda
aplicagdo dos tratamentos peptidicos foi realizada 8 dias apos a inoculagdo (8 DAI), da
mesma maneira que aplicada inicialmente.

Figura 5. Esquema das aplicagdes de peptideos e datas para coleta de material foliar para ensaios

de expressao génica (EG) e deteccao de Candidatus Liberibacter asiaticus por qPCR nas plantulas
de laranja doce.

|

' CTTTTITTT T [ ‘

. : Dia -2 : Dia0
! Confinar AcP | | Remocdo | | 6DAl | [8pal| [ 22pAl |

: Clas+ I ACP Clas+

ﬂ l ﬂ l Amostragens
2 20l m | =y ool para gPCR:
1% aplicagao 12 coleta eaplicacéo coleta

dos » EG dos EG o1 ggz 131’1244’
peptideos \ peptideos :

———————————————————————————*

*DAI: dias ap6s a inoculacao de Las via psilideo (considerado dia 0).
Elaborada pela autora

O desenho experimental consistiu em 10 plantas por tratamento e duas séries de
coletas de amostras para i) expressdo génica na planta, aos 6 DAI e 22 DAI coletou-se
material foliar de 3 plantas por tratamento, de maneira que essas plantas ndo foram
amostradas novamente para avaliagdo de expressdo gé€nica, para evitar a influéncia da
lesdo de remocgao de folhas na indugdo dos genes de defesa vegetais; e i1) deteccao de Las
através de qPCR, com amostragens em fun¢do do periodo necessario para a detecg¢ao de

Las de forma sistémica na planta, nos tempos de 51, 68, 162, 244, 332 DAL

Trés dias ap6s a pulverizacao dos tratamentos, 5 psilideos adultos da geragao F1
criados em plantas fonte de Las (conforme descrito no item 3.8.1) foram transferidos e
aprisionados com voil em cada plantula para permitir a inoculag@o da bactéria (-2 DAI).

Apos 48h de confinamento (DIA O) foi feita a remogdo dos psilideos e seu
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armazenamento em congelador para posterior avaliagdo da porcentagem de insetos

infectados com Las via qPCR.

Aos 6 e 22 dias apos a inoculagdo (6 DAI e 22 DAI) foram feitas as coletas de
material vegetal para determinacdo da expressao génica e analises de RT-qPCR, conforme
item 3.5. Ap0s este periodo, as plantas foram levadas para a casa de vegetacdo, de onde
foram realizadas as coletas para detec¢ao de Las através de qPCR. A coleta para detecgao
de Las nos periodos de 51, 68, 162, 244, 332 DAI, contemplou folhas jovens e folhas

maduras, formando uma amostra composta e representativa da planta.

Os tratamentos foram: i) ASM: plantulas expostas a psilideos Las+, nas mesmas
condi¢des que os demais tratamentos e pulverizadas com ASM (nome comercial, Bion),
ii) Agua: plantulas expostas a psilideos Las+, nas mesmas condi¢des que os demais
tratamentos e pulverizadas com agua, iii) Sadio: plantulas expostas a psilideos sadios
(Las-), nas mesmas condi¢des que os demais tratamentos, Peptideos: plantulas expostas
a psilideos Las, nas mesmas condigdes que os demais tratamentos e pulverizadas com os

peptideos avaliados.

3.8.3 Inoculacdo de Candidatus Liberibacter asiaticus com D. citri em citros
pulverizados com o peptideo K13: deteccdo de Las (Experimento 2).
Mudas da variedade de laranja doce 'Valencia' produzida em limoeiro ‘Cravo’,

com aproximadamente 3 anos de idade e 80 cm de altura, foram podadas para estimular
a brotagdo por meio da quebra da dorméncia apical vegetal e mantidas em condi¢des

controladas, luminosidade artificial com fotoperiodo de 12 h e umidade relativa de 60%.

O desenho experimental consistiu em 24 plantas por tratamento e coletas de
amostras para deteccdo de Las através de qQPCR, com amostragens em funcao do periodo
necessario para a detec¢ao de Las de forma sistémica na planta, nos tempos de 64, 94 ¢

124 DAI (Figura 6).

Quando os brotos estavam no estagio vegetativo V2/V3 (CIFUENTES-ARENAS
et al., 2018) as plantas receberam a primeira aplicagdo (-7 DAI) via pulverizagdo do
peptideo K13 na concentragdo de 175 uM. Como controle negativo do experimento as

plantas foram aspergidas com agua. Uma segunda pulverizagao foi realizada apos trés

dias (-4 DAI).
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Figura 6. Esquema das aplicac¢des do peptideo K13, inoculagdo de Candidatus Liberibacter asiaticus
(Las) por psilideos e detecgao de Las (qPCR) por gPCR em mudas de laranja

| -7 DAI | | -4 DAI | Colc?;:r-iCP : ;e}r;{g;]

Clas+ : — o - ——
ﬂ ﬂ ﬂ Amostragens

12 aplicagéo Reaplicagio m Reaplicacdo para qPCR:
dos dos o dos 64, 94 ¢ 124 DAI
peptideos peptideos \ peptideos

DAL dias apds inoculagdo de Las via psilideo (considerado dia 0).
Elaborada pela autora

A inoculacdo de Las foi realizada confinando 5 psilideos adultos da geragdo F1
criados em plantas fonte de Las (conforme descrito no item 3.9.1) em cada plantula (dia
-2). Apos 48h de confinamento (dia O) foi feita a remocdo dos psilideos e seu
armazenamento em congelador para posterior andlise via qPCR. Cinco dias apds a
remocdo dos insetos foi feita a terceira pulverizacao do peptideo (5 DAI). Portanto,
diferente do experimento 1, neste experimento 2 foram feitas trés pulverizagdes do

peptideo.

Apos este periodo, as plantas foram levadas para a casa de vegetacdo e foram
feitas sucessivas amostragens nos periodos de 64, 94 e 124 DAI para extracdo de DNA
vegetal (MURRAY e THOMPSON, 1980) e monitoramento da detec¢ao de Las por gPCR
(LIetal., 2006). As amostragens contemplaram folhas jovens e folhas maduras, formando

uma amostra composta e representativa da planta.

3.8.4 Efeito do peptideo K13 na ontogenia de laranjeiras

Para avaliar a influéncia do peptideo K13 no crescimento dos brotos foi feito um
estudo de fenologia utilizando mudas de laranja-doce ‘Valéncia’ produzida em limoeiro
‘Cravo’, com aproximadamente 3 anos e 80 cm de altura foram podadas drasticamente
para estimular a brotacdo apical e lateral e foram acondicionadas em ambiente controlado
com fotoperiodo de 12h, umidade relativa de 60% e temperatura de 26°C. Para
uniformizar as brotagdes, somente os trés brotos superiores foram mantidos, sendo feito

o desbaste dos brotos adicionais que haviam desenvolvido.
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Com os brotos no estagio V2/V3 aplicou-se o peptideo K13 nas plantas na
concentragdo de 100 umol.L™!, em volume de cerca de 8 mL por planta. Em seguida, foi
feito o acompanhamento semanal do desenvolvimento desses brotos em altura (cm), com
auxilio de um paquimetro digital, ¢ em crescimento vegetativo utilizando a escala
disponivel em Cifuentes-Arenas e colaboradores (2018) durante um periodo de 80 dias.
Foram utilizadas 12 plantas tratadas com o peptideo e 12 plantas tratadas como controle

negativo, pulverizadas com agua.

3.9 Extracao de DNA de folhas de Citrus sinensis e D. citri

O DNA foi extraido de acordo com o protocolo quimico descrito por Murray e
Thompson (1980), modificado por Teixeira et al. (2005). Para a etapa de lise quimica e
fisica do material vegetal, microtubos de 2 mL contendo 1 beads magnética sdo
preenchidos com 0,5g de material vegetal foliar picado (peciolo e nervura central). O
material picado ¢ triturado pelo fissue lyzer (Qlagen Retsch TissueLyzer II), numa
frequéncia de 30Hz durante 45s. Adiciona-se 1 mL do tampao CTAB (Tris-HCI 1 mol.L"
I pH=8,0, NaCl 1,4 mol.L"!, EDTA 20 mmol.L!) contendo B-mercaptoetanol 0,2%. Em
seguida, os microtubos foram aquecidos em banho-maria 65°C por 30 minutos e

adicionou-se 700uL de cloroférmio:alcool isoamilico [24:1].

As amostras foram homogeneizadas por inversdo e centrifugadas (Eppendorf,
5425R) a 13000 x g durante 5 minutos. Cerca de 800 uL do sobrenadante foi recuperado
e transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e entdo adicionou-se 0,6x o volume de
isopropanol (480 pL), que foi homogeneizado levemente pela inversdo e mantido a - 20°C

por no minimo 30 minutos.

Para a etapa de precipitacdo, as amostras foram centrifugadas a 13000 x g durante
20 minutos, 4°C para a pelletizacdo do DNA, que foi entdo centrifugado (13000 x g, 10
min, 4°C) duas vezes com etanol 70%. O residuo de alcool foi removido em speed-vaccum
(Eppendorf Vaccufage Plus, 22820109), por 8 min e as amostras de DNA foram

resuspendidas em 50 uL de agua Mili-Q autoclavada e armazenadas a -20°C para analises.

Para realizar a extracdo de DNA de Diaphorina citri, partiu de 1 inseto por
microtubo e foi seguido o mesmo protocolo desenvolvido por Murray e Thompson
(1980), com adaptagdes. Ao final, as amostras foram hidratadas com 30 pL de dgua Mili-

Q autoclavada e armazenadas a -20°C para posteriores analises.
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3.10 qPCR para deteccio de Candidatus Liberibacter asiaticus

3.10.1 Deteccao de Las em tecidos foliares pelo protocolo de Zheng et al., 2016

O monitoramento da deteccdo de Las em tecidos vegetais para o experimento 1
(3.9.2) foi realizado seguindo o protocolo desenvolvido por de Zheng e colaboradores
(2016), nomeado método da ribonuclease redutase (RNR) desenvolvido por Zheng et al.,
(2016), utilizando 250 nmol.L! dos primers RNRf/RNRr e 50 nmol.L™! da sonda RNRp,
1X de MasterMIX (KitTagMan qPCR, Ambion) e 1uL de DNA [500 — 700 ng. .uL']
totalizando 12 uL de volume final da reacdo. Asreagdes foram amplificadas nas seguintes
condi¢des de termociclagem (StepOnePlus, ThermoFischer Scientific): 2 min a 50 °C; 10
min a 95 °C; 40 ciclos de 10 s a 95 °C para desnaturacdo e 30 s a 60 °C para anelamento
e extensdo. As amostras pelo método RNR foram consideradas positivas com Ct igual ou

inferior a 34,0.

3.10.2 Deteccao de Las em tecidos foliares e de Diaphorina citri pelo protocolo de Li
et al., 2006

O monitoramento da deteccdo de Las em tecidos vegetais para o
experimento 2 (3.9.3) foi realizado o protocolo de qPCR duplex determinada por Li et al
(2006) utilizando 500 nmol.L"! dos primers HLBas/HLBr, 150 nmol.L"! da sonda HLBp
para amplificagdo do gene 16SrDNA de Las, 500 nmol.L™! dos primers COXf/COXr e
150 nmol.L"!' da sonda COXp, 1X de MasterMIX (KitTagMan qPCR, Ambion), 1uL
[500-700 ng.uL'] de DNA totalizando 12 pL de volume final da reagdo. As reagdes foram
amplificadas nas seguintes condi¢des de termociclagem (StepOnePlus, ThermoFischer
Scientific): 10 min a 95 °C para desnaturacao inicial; 40 ciclos de 10 s a 95 °C para
desnaturagdo e 45 s a 58 °C para anelamento e extensdo. As amostras foram consideradas

positivas com Ct igual ou inferior a 34,0.

Para monitorar a detec¢do de Las em Diaphorina citri utilizou-se o protocolo de
qPCR duplex determinado por Li et al (2006), contendo 500 nmol.L! dos primers
HLBas/HLBr, 150 nmol.L! da sonda HLBp para amplificagio do gene 16SrDNA de Las,
0,35 nmol.L"! dos primers DCF/DCR e 1,5 umol.L"! da sonda DCP para amplificagdo do
gene do inseto awd, conforme desenvolvido por Manjunath et al (2008), 1X de
MasterMIX (KitTagMan qPCR, Ambion), 3uL [100-130 ng.uL!'] de DNA de inseto
totalizando 12 pL de volume final da reagdo. As reacdes foram amplificadas nas seguintes

condi¢des de termociclagem (StepOnePlus, ThermoFischer Scientific): 10 min a 95 °C
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para desnaturacao inicial; 40 ciclos de 10 s a 95 °C para desnaturagdo e 45 s a 58 °C para
anelamento e extensdo. As amostras foram consideradas positivas com Ct igual ou

inferior a 34,0.
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4. RESULTADOS
4.1 Sintese, purificacao e caracterizacao de peptideos
4.1.1 Peptideos lineares

A sintese peptidica em fase sélida utilizando a estratégia Fmoc/t-Butil foi eficiente
para produzir os peptideos Guavanin-2, Gr01, BP143, K13, MdPep3 e Lin3. A clivagem
pelo método acido foi eficiente para promover a liberacdo da cadeia peptidica da resina
Rink amida MBHA e remocéo dos grupamentos protetores laterais derivados de t-butila.
O método de purificacdo adotado para cada peptideo foi eficiente para promover grau de

pureza superior a 90% para os peptideos produzidos (Figura 5).

Figura 7. Perfis de absorbancia para os peptideos A) Guavanin-2, B) Gr01, C) BP143, D)
MdPep3, E) Lin3, F) K13 obtidos ap6s purificagdo via cromatografia liquida de alta eficiéncia
em escala analitica. Condigdes da andlise: coluna de fase reversa C18 Jupiter Phenomenex (250
x 4,6 mm; 5 pm; 300 A). Gradiente linear de 5-95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B:
ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 0,6 mL.min! e detecgdo a 220 nm (azul) e 280 nm

(vermelho).
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massas teoricas foram previamente determinadas por meio de softwares online (Phyre2 e
Pepcalc) e foram coincidentes com os resultados coletados ap0s analise do material pelo

espectrdmetro de massas do tipo ion-trap (Tabela 1).
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Tabela 1.Razdo massa molecular/carga (g.mol ™) tedrica calculada para a peptideos BP143, Gr0l1,
Guavanin-2, Lin3, MdPep3

Massa ES m/z ES m/z

Peptideo  molecular ES+ tedrico observado
(g.mol?) (g.mol?) (g.mol?)

2 777,60 777,00

BP143 1553,20 3 518, 13 518,40
4 388,30 388,80

2 1032,33 1032,20

3 688,55 688,50

crol 206206 516,66 516,60
5 413,53 413,40

] 4 694,56 694,40
Guavanin-2  2774,24 5 555,84 555,70
. 2 600,73 600,30
Lin3 119946 4 400,82 400,50
2 1136,27 1133,60

MdPep3 227055 4 758,85 757,70

4.1.2 Peptideos ciclicos
A sintese peptidica em fase solida utilizando a estratégia Fmoc foi eficiente para

produzir o peptideo Citrusina Il e a clivagem pelo método acido foi eficiente para
promover a liberacdo da cadeia polipeptidica da resina Wang-Ser e remogao dos reagentes
protetores laterais derivados de t-butila. O método de purificacdo adotado para o peptideo

foi eficiente para promover grau de pureza superior a 90% (Figura 6).

A identidade do peptideo Citrusina Il antes e ap6s a ciclizacéo foi confirmada por
espectrometria de massas, uma vez que o polipeptideo Citrusina 111 sofreu a perda de 18
g.mol™, caracterizado pela perda de uma molécula de gua decorrente da ciclizagdo pela

estratégia “cabega-cauda”.
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Figura 8. Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo Citrusina III antes (A)

e apos (B) a etapa de ciclizagdo. Condi¢des de purificagdo: coluna de fase reversa Shimadzu C18
(250 x 4,6 mm; 5 pm; 300 A). Gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B:
ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0 mL.min"! e detecgdo a 220 nm.

16,32 min B

I 17,66 min

Absorbancia (U.A.)
Absorbancia (U.A.)

0 7,5 15 22,5 30 0 7,5 15 22,5 30

Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 9. Espectros de massas do peptideo Citrusina III A) antes e B) apos a ciclizagdo
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Tabela 2. Razdo massa molecular/carga (g.mol ™) tedrica calculada para o peptideo ciclico
Citrusina III antes e apos a etapa de ciclizagdo

Massa ES m/z ES m/z
Peptideo molecular  ES+ tedrico observado
(g.mol?) (g.mol™? (g.mol?)
Citrusina 111 8778 ! 876,80 877,50
(Linear) ' 2 437,90 439,20
Citrusina lIl- g5q 1 858,50 860,50
(Ciclico)

4.2. Atividade antibiotica dos peptideos — Determina¢do da concentracgao

.....

A atividade antibidtica dos peptideos Guavanin-2, Gr01, BP143, K13, MdPep3,
Lin3 e Citrusina Il foi avaliada frente as bactérias Gram-negativas Escherichia coli
0O157:H7, Liberibacter crescens BT-1 e Xanthomonas citri subsp. citri. Os peptideos
Guavanin-2, Gr0l1, K13 e Lin3 mostraram atividade inibitéria em concentracdes
inferiores a 12,5 umol.L %, ou seja, aproximadamente 57% dos peptideos sintetizados,
mostraram atividade antibiética satisfatoria. Os peptideos MdPep3, BP143 e Citrusina Il
ndo apresentaram capacidade de interferir no desenvolvimento das bactérias testadas.

Tabela 3. Concentragdo inibitéria minima (CIM) em pmol.L - dos peptideos Guavanin-2, Gr01,
BP143, K13, MdPep3, Lin3 e Citrusina I1I

HCo)*
Peptideos Escherichia coli Liberibacter crescens Xanthomonas citri
Gro1 3,12 6,25 3,12
Guavanin-2 3,12 6,25 3,12
K13 3,12 6,25 3,12
Lin3 3,12 12,5 6,25
BP143 - - -
Citrusina Il1 - - -
MdPep3 - - -

*Concentracdo peptidica necessaria para inibir o crescimento de 90% das bacteérias; - indica que

nao houve efeito inibitério.
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Os peptideos que apresentaram atividade antibidtica, Guavanin-2, Gr01, K13 e
Lin3 foram avaliados quanto aos demais parametros e os demais ndo houve continuidade

na experimentacao.

4.3 Atividade hemolitica dos peptideos

Os peptideos Guavanin-2, Gr01, K13 e Lin3, ndo demonstraram capacidade de
romper os eritrocitos humanos, modelo utilizado para avaliacdo da atividade hemolitica

O peptideo GrO1 promoveu a lise de 50% dos eritrocitos humanos, sob

concentracgdes (iguais ou) superiores a 50 pmol.L™.

Tabela 4. Atividade hemolitica dos peptideos Guavanin-2, Gr01, K13 e Lin3 nas células de
eritrocitos humanos. Controle negativo: Triton-X100 (1% v/v)

Peptideo Atividade Hemolitica HCsg) »
Gro1 50 pmol.L*
Guavanin-2 -
K13 -
Lin3 B

* Concentracdo peptidica necessaria para promover a lise de 50% dos eritrocitos humanos.

4.4 Interacao dos peptideos com miméticos de membrana

Nos testes de permeabilizacdo para determinar a interacdo dos peptideos com
lipossomas que mimetizam a bicamada lipidica de bactérias Gram-negativas, a
porcentagem aproximada de ruptura das vesiculas correspondeu a 100% para Gr01,
similar ao controle positivo do experimento (Triton X-100). Esta analise nao foi descrita
na literatura para tal macromolécula, contudo, de acordo com Ramada e colaboradores
(2018), Gr01 ¢ classificado como um peptideo AMP atuando com modo de acdo
detergente para as membranas plasmaticas bacterianas. O peptideo K13 promoveu a lise

de aproximadamente 70% dos miméticos de membrana.
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Guavanin-2, as porcentagens de lise dos miméticos corresponderam
aproximadamente a 40%, com acimulo da porcentagem de permeabilizacdo em funcédo
do tempo. Em contrapartida, o peptideo Lin3 ndo exibiu capacidade de romper os
lipossomas formadas, de maneira que ndo houve captura de sinal de fluorescéncia durante

a cinética do experimento.

Figura 10. Perfil de liberacdo de carboxifluoresceina por meio da permeabilizagdo de vesiculas
unilamelares grandes (LUVs) contendo POPE/POPC (3:1) pelos peptideos GrO1 (preto), K13
(cinza), Guavanin-2 (laranja) e Lin3 (amarelo) na concentra¢do de 5 umol.L'. No tempo de 1
minuto foi acrescido o peptideo na concentragao teste ao sistema constituido pelo tampao PBS 10
mmol.L"! (pH 7,2) e vesiculas. Aos 5 min foi adicionado o Triton x-100 (1%)
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4.5 Morfologia bacteriana apds exposicao aos peptideos

O mecanismo de acao dos peptideos e as mudancas morfoldgicas que ocorrem nas
bactérias ap6s o periodo de contato, foi avaliada pela microscopia eletrénica de
transmissdo. O contato entre os peptideos Gr01, K13 e a suspensdo bacteriana de Lcr
provocou o extravasamento do contetdo intracelular e o rompimento da parede celular
bacterias, levando a perda de sua estruturacdo e definicdo morfologica. No tratamento
com peptideo Guavanin-2 foi possivel observar que a morfologia da bactéria nao foi
totalmente prejudicada, porém, existe vazamento do conteudo intracelular em uma das

extremidades da membrana plasmatica bacteriana, identificado pela seta.

Nas micrografias relacionadas a exposi¢édo da bactéria frente ao peptideo Lin3 ndo
foi possivel observar qualquer alteracdo morfoldgica na parede celular de Lcr, ou seja, a
estrutura bacteriana foi mantida intacta, conforme observado no controle negativo do
experimento, indicando que o mecanismo de acao deste peptideo € diferente dos demais

evidenciados acima.
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Figura 11. Micrografias da morfologia da bactéria Lcr apos exposigao aos peptideos Guavanin-2,
Gr01, K13 e Lin3 [100 umol.L'], sob for¢a de aceleragdo de 200Kv no microscépio eletronico de
transmissdo. C-: controle negativo.

_Guavanin-2 K13

C-: controle negativo, bactéria tratada com agua autoclavada.

Elaborado pela autora

4.6 Atividade protetiva dos peptideos frente ao desenvolvimento de cancro
citrico por Xanthomonas citri subsp. citri em casa de vegetacio

Com os testes in planta foi possivel determinar a viabilidade da aplicacdo dos
peptideos Guavanin-2, Gr01, K13 e Lin3 em uma dindmica mais préxima a realidade do
patossistema do cancro citrico. Além da capacidade antibidtica in vitro previamente
descrita dos peptideos citados, aspectos como capacidade dos peptideos em penetrar o
tecido vegetal, solubilidade, fitopatogenicidade para as folhas das laranjeiras e
biodisponibilidade para atuar no ataque as bactérias no sistema in planta foram

indiretamente avaliados com a execuc¢édo deste ensaio.
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Figura 12. A) Redugdo da severidade de sintomas de cancro citrico em folhas de ‘Pera’ x ‘Cravo’ apds
tratamento com solugdo aquosa dos peptideos Gr01, Lin-3, Guavanin-2 € K-13 (100 umol.L ") e cobre (0,6
g.L! cobre metalico) em relagdo aos sintomas desenvolvidos nas plantas sem tratamentos (porcentagem
média de redugdo no niimero de lesdes/cm?, seguida de erro padrdo da média de 10 folhas/planta). Letras
diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Tuckey (P<0,05).B)

Comparacao visual das lesdes desenvolvidas apos 35 dias de experimento.

A 100 { 872 75 a,b 82a

Reducio da severidade (% de controle)
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Os peptideos Gr01 e K13 promoveram a reducdo de 87 e 75%, respectivamente,
da severidade dos sintomas de cancro citrico, resultados esses estatisticamente iguais ao
controle positivo do experimento. Guavanin-2 e Lin3 promoveram a queda na severidade
da doenca em apenas 55 e 12%, respectivamente, (Figura 12A). Por meio da Figura 12B
observou-se que as folhas tratadas com Gr01, K13 e cobre metalico (0,6 g.L™ cobre
metalico) tiveram poucas les6es de cancro citrico detectadas visualmente na parte abaxial
da folha avaliada, enquanto os tratamentos com Guavanin-2, Lin-3 e 4gua apresentaram
maior numero de lesGes de cancro citrico detectadas visualmente na parte abaxial das

folhas avaliadas.

4.7 Expressao génica do sistema de defesa em citros pela aplicacdo dos
peptideos

Os peptideos avaliados induziram a expressao dos genes avaliados, com distingao
no momento da ativagdo e na intensidade (Figura 13). Com exce¢ao do peptideo HLB02,
os demais promoveram a expressao do gene nonexpressor of pathogenesis-related gene
1 (NPR1) no 1° dia apds a aspersdo: 172,03 vezes mais expressao em plantas tratadas com
Lin3; 16,7 vezes com Guavanin-2; 12,30 vezes com Gr01; 11,80 vezes com K13; 9,58
vezes com BP178 e 7,45 vezes com HLBO1 maior expressdao em plantas tratadas com

peptideos em comparagdo com a superexpressao observada em plantas tratadas com agua.

No 7° dia ap0s a aspersdo, podemos evidenciar o aumento de 64,86; 18,77 ¢ 15,59
vezes da expressao do gene NPR1 promovido pelos peptideos HLBOI1, Lin3 e BP178,
respectivamente. Entre Lin3 e BP178 nao houve diferenca significativa. No 15° dia apos
a aspersdo, os peptideos Gr01 e HLB02 promoveram aumento de 220 e 50 vezes da
expressdo, respectivamente. O ASM somente induziu o aumento da expressdao de NPR1
aos 7 e 15 dias apos aspersao em 7,88 e 14,76 vezes, respectivamente e aos 3 dias apos a

aspersao nao houve modulagao da expressao.

Na avaliagdo de um dia apds a aplicacdo dos peptideos, a expressdo do gene
benzoic acid/SA carboxyl methyltransferase (BSMT1) foi superior para plantas tratadas
com o peptideo HLB02, que aumentou a expressao do gene em 4,47 vezes em relagdo a
agua, enquanto HLBO1, Lin3 e Guavanin-2 induziram expressdo similar, porém menor
do que HLBO1. No tempo de 7 dias apds a aspersao, a expressao foi pronunciada para os

peptideos HLB02, HLBO1 e Lin3, sendo 9,50; 3,93 e 3,97 vezes superior que a expressao
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relativa do controle negativo, respectivamente. O indutor ASM induziu expressao 9,77
maior que o controle negativo. Aos 3 dias a expressdo deste gene nao foi induzida,
enquanto aos 15 dias, embora menor do que nos demais periodos onde houve expressao
induzida, houve indugdo no caso dos peptideos Gr01, Guavanin-2, HLBO1 ¢ HLBO02 e
com o ASM.

Para o gene pathogenesis related protein-2 (PR2), a expressao em 1 e 3 dias apds
a aplicagao dos tratamentos foi muito proxima ao controle negativo. No tempo de 7 dias
apo6s a aplicagao, HLB02, Lin3 e ASM promoveram o aumento da expressao em 5,31;
4,83 e 15,67 vezes, respectivamente. HLB02 e Lin3, no entanto, ndo tiveram diferenca
significativa nos resultados. Para 15 dias ap6s a aplicagdo HLBO1, GrO1 e Lin3 induziram
101,70; 29,30 e 18,04 vezes, respectivamente, mais expressdo do gene PR2 nas plantas,

quando comparadas com plantas tratados com dgua. ASM induziu 36,43 vezes.

A expressdo do gene lipoxygenase (LOX) somente foi destacada no tempo de 15
dia ap6s a aplicagdo dos peptideos HLBO1 e HLBO02 e do indutor ASM, que promoveram

0 aumento em 46,60; 27,50 e 11,24 vezes na expressao do gene, respectivamente.

Figura 13. Nivel de expressdo do gene A) NPR1, B) BSMT1, C) PR2, D) LOX em plantas de
“Valencia’ x ‘Cravo’ tratadas com os peptideos [100 pmol.L '] BP178, Gr01, Guavanin-2, K13 e
Lin3 e [16 umol.L!'] para os peptideos HLBO1 € HLBO02 nos tempos de 1, 3, 7 € 15 dias ap6s a
aspersdo (DAA). A expressdo génica relativa foi analisada por RT-qPCR usando o método AACt
e normalizada com os enddgenos Actina e GAPC2. Controle negativo: plantas de ‘Valencia’ x
‘Cravo’ tratadas com agua, controle positivo: plantas de ‘Valencia’ x ‘Cravo’ tratadas com indutor
de genes de defesa comercial. Médias seguidas por letras minusculas diferentes indicam que

houve diferenca significativa entre os tratamentos para o mesmo dia, avaliados pelo teste de
Tuckey (P<0,05).
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4.8. Aplicacio dos peptideos e inoculacio de Candidatus Liberibacter
asiaticus com D. citri: expressio génica do sistema de defesa e deteccio de
Candidatus Liberibacter asiaticus

Plantas tratadas com os peptideos e que tiveram psilideos confinados por 48h para
inoculacdo de Las, tiveram menor expressdao dos genes em estudo no periodo de 6 dias
apos confinamento quando comparadas a plantas expostas a psilideos sadios (Figura 14).
Este perfil alterou aos 22 dias ap6s confinamento, quando as plantas expostas aos
psilideos sadios tiveram menor expressao comparativamente a planta em que o psilideo

inoculou Las, porém em que ndo foi aspergido nenhum peptideo (tratamento dgua).

No tempo de 22 DAI, a aplicacdo de BP178 induziu o aumento da expressao de
NPR1 em 37,55 vezes, quando comparada com o controle (agua), com diferenca
significativa de expressdo entre os demais tratamentos e as plantas que foram expostas

aos insetos sadios, enquanto os demais peptideos induziram baixa expressao desse gene.
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O perfil transcricional do gene BSMT1 6 dias apos a inoculacao (DAI), teve
aumento da expressdo em 2,24; 5,14; 1,48; 1,93 e 3,26 vezes nos tratamentos BP178,
Gr01, K13, Lin3 e ASM, respectivamente, porém, de menor intensidade do que em

plantas sadias. Em 22 DAI houve baixa expressao de BSMT1.

No tempo de 22 DAL, a aplicagdo de BP178 e HLBO1 promoveram o aumento na
expressao de PR2 em 6,87 e 6,99 x, respectivamente, com diferenca significativa para a

expressao obtida no tratamento controle (agua) e nos demais tratamentos peptidicos.

Aos 22 DAI a aplicacdo de K13 promoveu o aumento de 26,07 vezes na
transcri¢do dos genes LOX, com diferenca significativa a transcricdo observada nas
plantas que foram expostas aos insetos sadios, € aos demais tratamentos peptidicos. No
mesmo periodo de avaliagdo, BP178 ¢ HLBO1 promoveram o aumento da expressao em

6,32 e 6,27 vezes, respectivamente.

Figura 14. Nivel de expressdo do gene A) NPR1, B) BSMT1, C) PR2, D) LOX em plantulas de laranja
doce ‘Pera’ tratados com os peptideos [100 umol.L '] BP178, Gr01, Guavanin-2, K13 ¢ Lin3 e [16 umol.L"
11 dos peptideos HLBO1 ¢ HLB02 nos tempos de 6 e 22 dias apds a inocula¢do de Las via psilideo. A
expressdo relativa foi analisada por RT-qPCR usando o método AACt e normalizada com os endogenos
Actina e GAPC2. Controle negativo (Agua): plantulas de ‘Pera’ tratadas com agua e expostos aos psilideos
infectivos; controle positivo (ASM): plantulas de ‘Pera’ tratadas com indutor de sistema de defesa vegetal
comecial; sadio: plantulas de ‘Pera’ expostos aos psilideos sadios. Médias seguidas por letras mintisculas
diferentes indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos para o mesmo dia, avaliados pelo
teste de Tuckey (P<0,05).
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Houve incremento progressivo na infec¢ao por Las das plantas tratadas com os
peptideos Guavanin-2, GrO1 e Lin3, enquanto no caso do peptideo K13, em somente uma
das 10 plantas tratadas (10%), Las foi detectada (Figura 15A). Nos tratamentos com os
peptideos Guavanin-2, GrO1, Lin3 (Figura 15A), foram detectadas 30, 40, 60% das
plantas com a presenca de Las ao final do periodo avaliado (332 DAI), enquanto no
controle de infeccdo (dgua), 50% das plantas estavam com a presenca de Las,
consideradas positivas para HLB aos 332 DAI. De maneira similar a K13, na Figura 15B,
o peptideo BP178 teve somente uma planta com deteccao de Las, e em ambos os
tratamentos esta Unica planta foi detectada na primeira amostragem, aos 51 dias apds a

inoculagao.

Nas plantas tratadas com o peptideo HLBO1, somente na ultima amostragem, aos
332 DAI, apenas 1 das 10 plantas tratadas com tal peptideo que foram amostradas foi
detectada Las. HLBO02 teve perfil similar ao controle de infec¢do, ¢ o indutor ASM foi
similar ao controle dgua. Aos 332 DAL, 40 e 50% das plantas com HLB02 e ASM estavam
infectadas com Las (Figura 15B). Assim, os peptideos K13, BP178 e HLBO1 se destacam
positivamente na prevengao da infec¢ao de Las, uma vez que foi possivel detectar a
presenca de Las em apenas 10% das plantas inoculadas de cada tratamento, enquanto nos
demais casos, ndo houve controle do estabelecimento da infec¢do de Las nas plantas. A
taxa de infectividade dos psilideos (determinada via qPCR) determinou que 87% dos
insetos Las+ tratados com dgua estavam infectivos e com Log Las médio de 6,50, sendo
este um valor suficiente para promover a transmissao de Las via psilideo para uma planta

sadia seja eficiente (LOPES e CIFUENTES-ARENAS, 2021).

Salientamos a diferenca significativa para os resultados da varidvel titulo de Las
(Logio Las) encontrada nas plantas tratadas com o peptideo HLBOI1: neste tratamento
detectou-se uma planta positiva para Las apenas no ultimo tempo de coleta avaliado (332
DAI), além de apresentar o menor titulo, indicando que apesar da planta estar infectada
com Las, a quantidade de bactéria encontrada nos tecidos foliares foi pequena e
significativamente inferior aquela obtida nos demais tratamentos. De maneira similar, a
unica planta infectada com Las no tratamento com o peptideo K13 também teve baixo
titulo, entretanto somente nas duas primeiras amostragens. Enquanto no caso do peptideo
HLBO02 o ntimero de plantas apresentou incremento com o tempo, o titulo nas duas
primeiras amostragens foi intermediario entre as plantas tratadas com adgua e os peptideos

HLBO1 e K13 (Figura 15C).
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Figura 15. Progressao de plantas com Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) com tratadas com
peptideos previamente a inoculagao por Diaphorina citri. Porcentagem de plantas com a presenga
de Las nos periodos amostrais, aspergidos com os peptideos (A) Guavanin-2, Gr01, Lin3, K13 e
(B) BP178, HLBO1 e HLB 02 e controle positivo da infec¢do (dgua). ASM foi utilizado como
indutor de expressdo génica. C. Titulo de Las (Logio + erro padrio de células de Las.g™! de tecido
fresco, transformados a partir dos valores de Cf) nos periodos amostrais. BP178, Gr01, Guavanin-

2, K13 e Lin3 foram aspergidos nas plantulas de ‘Pera’ na concentragio de 100 pmol.L™,

enquanto os peptideos HLBO1 ¢ HLBO02 foram aspergidos na concentragdo de 16 pmol.L!.
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*DALI: dias ap0s a inoculagdo da bactéria Las; **Log Las: (Log de céls. Las).(g"! de tecido foliar);
***N° plantas Las+: numero de plantas detectadas positivas para Candidatus Liberibacter
asiaticus por meio de qPCR, utilizando Ct limite de 34,0.

Em um segundo ensaio, o peptideo K13 apresentou menor incidéncia acumulada
de plantas detectadas com Las nos tempos avaliados de 64, 94 e 124 DAI, em comparagao
aos controles de infec¢do (4gua) e indutor de expressdao génica (ASM) (Figura 16A). A
diferen¢a na avaliacdo dessa mesma variavel se torna ainda mais prevalente no tempo de
94 DAI, quando observamos que 20% das plantas tratadas com o peptideo K13 foram
detectadas com Las enquanto nos controles o patamar foi de 70%. Entretanto, neste
segundo ensaio ndo houve alteracdo no titulo de Las mediante o tratamento com o

peptideo K13 em relagdo aos controles (Figura 16B).
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Figura 16. Progressdo de plantas com Candidatus Liberibacter asiaticus (Las) com tratamentos
com peptideos previamente a inoculagdo por Diaphorina citri. (A) Porcentagem de plantas com a
presenga de Las nos periodos amostrais, aspergidos com o peptideo K13, ASM utilizado como
indutor de expressdo génica e controle positivo da infec¢cdo (agua). (B) Titulo de Las (Logio £ erro
padrdo de células de Las.g™! de tecido fresco, transformados a partir dos valores de Cf) nos periodos
amostrais de plantas tratadas com K13 (concentra¢do de 175 umol.L), ASM (0,8 g.L!) e controle
de infeccao (agua).

Amo% B 8 -

0% -Agua —-+—K13 -0-ASM 7]
8 3, | ki3
5 g, mASW
DOAgua

2 4

1 4

0

0 64 94 124 64 DAl . ' 9fl DAl ) 124 DAl
Dias apés a inoculagao (DAI) Dias ap6s a inoculagéo (DAI)

*DALI: dias ap0s a inoculagio da bactéria Las; **Log Las: (Log de céls.Las).(g"! de tecido foliar);
***DP: desvio padrao;****Plantas Las+: nimero de plantas detectadas positivas para Candidatus

Liberibacter asiaticus por meio de qPCR, utilizando Ct limite de 34,0.

Por meio deste resultado foi possivel observar que o peptideo K13 se destaca, em
comparagdo aos controles positivo (dgua) e negativo (ASM) como o tratamento que
alcangou menor incidéncia acumulada de plantas detectadas com Las em todos os tempos
avaliados 64, 94 ¢ 124 DAI. A diferenca na avaliacao dessa mesma variavel se torna ainda
mais prevalente no tempo de 94 DAI, quando observamos que 5 plantas tratadas com o
peptideo K13 foram detectadas com Las (20%) enquanto nos tratamentos dgua e ASM,

13 e 14 (70 e 80%) plantas ja haviam sido detectadas com a bactéria, respectivamente.

4.9 Ontogenia de plantas de Citrus sinensis tratadas com K13

No acompanhamento do desenvolvimento de brotos em plantas tratadas com o
peptideo K13 em comparagdao com plantas tratadas com agua, 86 dias ap6s a poda, foi
observado que os brotos provenientes do 2° fluxo vegetativo das plantas controle,
aspergidas com agua, haviam crescido em média de 37,00 cm, enquanto 5 plantas haviam
completado o ciclo de fenologia do broto, atingindo o estagio vegetativo V6, quando o
tecido foliar passa a ser considerado maduro (Quadro 4). Trés plantas ainda estavam no
estagio vegetativo V5, onde as folhas dos brotos estdo completamente expandidas, porém

o tecido ainda ¢ tenro, considerado jovem; e duas plantas estavam no estagio



83

intermediario (V5/V6). Também foi possivel observar que a partir de 62 dias apds a poda,

todas as plantas ja estavam com o 2° fluxo vegetativo em estagios iniciais de brotacao.

Quadro 4. Ontogenia do segundo fluxo dos brotos de ‘Valencia’ x ‘Cravo’ apds a aspersdo de (A)
agua e (B) peptideo K13 (100 umol.L ). ParAmetros avaliados: estagio vegetativo e comprimento
(cm) do broto

A B

37 44 49 56 62 3 81 8 37 4 4 56 62 73 81 86
DAP DAP DAP DAP DAP DAP DAP DAP Planta _DAP DAP DAP DAP DAP DAP DAP DAP

lanta

! Comprimento do broto (cm) e estagio vegetativo Comprimento do broto (cm) e estigio vegetativo
T 112 255 B 3.4 L 06 13 L7 32 [ 24,34
2 23 i 2 08 43 36,54 37,03
3 0,7 11 3 153 3,7 BEXT 34,78 35,56
4 0.5 4 34 45 S 39,98 39,76
5 12 25 5 0.8 23 45 26,88 27,55
6 08 L6 6 2,1 345 26,73 27,87
7 09 3.1 7 IS 16 ; 29,9
8 220 35 8 12 33 il 87 134 28,89 30,23
9 L1 21 9 (RIS NENEXIN 997 18,45 | 2432 | 31,11 33,45
10 32,43 1023 16,78 B s3.44
11 41,43

24 . 7,78 [20,98| 299

34,78 37,99 3945

[zero [ V1 [ V2 [va VM |

*DAP: dias ap6s a poda drastica

Estagios vegetativos baseados em CIFUENTES-ARENAS et al., 2018).

Os brotos provenientes do 2° fluxo vegetativo das plantas tratadas com o peptideo
K13 haviam crescido em média 32,65 cm aos 86 DAP (Quadro 4): 10 plantas atingiram
expansao foliar e maturidade completa. Também foi possivel observar que a partir de 49
dias apos a poda, todas as plantas ja estavam com o 2° fluxo vegetativo em estagios

iniciais de brotagao.

Nas plantas tratadas com o peptideo K13, o dobro de plantas teve sua brotacao
atingindo o estidgio V6 e com uma média de 5,13 cm menores do que as brotacdes de

plantas controle tratadas com agua.
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5. DISCUSSAO

Com o advento da sintese peptidica em fase solida (SPFS), estudos na area de
peptideos vem ganhando destaque na biotecnologia humana e vegetal. O
desenvolvimento de métodos eficientes para a sintese de peptideos e seus analogos,
colecdes de peptideos e bibliotecas, resultou em avangos substanciais na identificagdo e

caracterizagdo de peptideos bioativos.

Os peptideos sdo macromoléculas amplamente distribuidas na natureza e
apresentam variadas propriedades terapéuticas promissoras. Trabalhar com peptideos
produzidos pela sintese quimica pode trazer vantagens como promover racionalmente
modificagdes, adi¢des, delecdes e alteragdes na sequéncia de aminoacidos e na
conformacao final do peptideo, além de possibilitar estudos computacionais direcionados
a sintese, visando aprimorar sua especificidade contra alvos em patégenos, toxicidade
reduzida contra células vegetais ou animais, maior estabilidade ou modulacao do espectro

de acdo (MARCOS et al., 2008).

Peptideos lineares podem ser sintetizados eficientemente em sintese em fase
solida, empregando o sistema de prote¢do ortogonal, que permite a constru¢do do
peptideo com cadeias laterais reativas protegidas, especialmente o grupamento protetor
de derivados #-butilicos (#-Butil) 1abil em meio acido. J4 o grupamento aminico do
aminodcido ¢ protegido pelo protetor Fmoc (fluorenilmetoxicarbonil), que ¢ 1abil em
meio basico (SANTOS, 2016). Assim, a principal estratégia empregada na SPFS (Fmoc/¢-
butila), foi utilizada para a producdo das sequéncias desenvolvidas no presente trabalho.
A identificagdo e purificacdo das 7 macromoléculas foi obtida e confirmada

experimentalmente através de cromatografia liquida e espectrometria de massas.

Restringir uma cadeia peptidica em uma conformacdo definida por meio de
reacgoes de ciclizagdo € uma estratégia adotada pela natureza e, mais recentemente, pela
quimica sintética. Apesar de intensos esforcos e desenvolvimento de novos métodos, a
ciclizacdo de peptideos continua sendo uma etapa desafiadora (SANTOS, 2016). O
interesse em promover a ciclizacdo de peptideos esta relacionado ao aumento de
estabilidade enzimatica e afinidade/especificidade por bioreceptores (RAMALHO et al.,
2018; SANTOS, 2016).
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Existem estratégias na promogado quimica da ciclizagdo da macromolécula, que ¢
determinada dependendo dos grupos funcionais do peptideo em questdo: cabeca-cauda
(C-terminal ao N-terminal), cadeia lateral-cauda, cabega-cadeia lateral e cadeia lateral-
cadeia-lateral. Neste trabalho a estratégia de produg¢do do peptideo linear e posterior
ciclizagao via "cabega-cauda" em solug¢do foi empregada com sucesso e demonstrado

através de andlise de espectrometria de massas.

A selegao adequada dos aminoacidos que compdem as extremidades do peptideo
linear (ponto de desconexado do anel) pode ter auxiliado no direcionamento da reagao de
macrociclizacdo, facilitando significativamente a obten¢ao de maiores concentragdes do
produto de interesse final, evitando reagdes intermoleculares indesejadas e contaminantes
do processo (SANTOS, 2016). Além disso, a sequéncia de Citrusina III apresenta 2
residuos Prolina (P), iminoacido que apresenta a capacidade de inserir uma dobra na

cadeia polipeptidica, possivelmente facilitando a ciclizagdo (CHAMPE et al., 2009).

Fatores como promover a ciclizagdo em solucdo em alta diluicdo e o emprego de
agentes de acoplamento e condensagdo altamente eficientes (DIEA e HBTU) também
podem ter favorecido o direcionamento da reacdo, reduzindo o possivel impedimento
estérico da macromolécula linear (CHAN et al., 2004; DAVIES et al., 2004). Essa
estratégia de ciclizag¢do ¢ a mais comumente utilizada e traz beneficios como o aumento

do rendimento final e a facilidade de purificagdo do material ciclizado (SANTOS, 2016).

Peptideos sdo macromoléculas facilmente sintetizadas, podem ser utilizadas para
a expressdo genética em plantas, sdo sustentaveis, tém alta estabilidade e atividade
antibiotica (MARCOS et al., 2008). Sua aplicabilidade para o controle de microrganismos
e/ou organismos que acometem a agricultura ja foi reportado anteriormente: Kish e
colaboradores (2018) avaliaram o uso de peptideos antimicrobianos da familia das
cercropinas € mangainas para controle in vitro de Xanthomonas citri subsp. ciri, Flitches
e colaboradores (2023) avaliaram o potencial inseticida de um peptideo derivado do
veneno de aranha HxTx fusionado com uma proteina GNA por meio de um [linker.
Estudos que relatam a aplicacdo in vitro e in planta para o controle de Candidatus
Liberibacter asiaticus também foram avaliados por HUANG et al., 2021 ¢ MERFA et al.,
2022.

Em geral, peptideos antibidticos apresentam como alvo estruturas relacionadas a

manutencao fisica e/ou bioquimica dos microrganismos. Nesta perspectiva, a membrana
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plasmatica bacteriana, estrutura que apresenta a fun¢do de definicdo de estruturagdo e
protecdo contra agentes externos, se tornou alvo de peptideos que apresentam o modo de
acdo membranolitico. A membrana plasmatica de bactérias Gram-negativas ¢ composta
majoritariamente por lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos e a superficie da

membrana de LPS ¢ negativa, o que possibilita a interagdo com amostras catidnicas

(JAIN, et al., 2022; TORTORA et al., 2014).

Bactérias Gram-negativas como Escherichia coli e Xathomonas citri apresentam
a membrana plasmatica bem elucidada e composta majoritariamente por
lipopolissacarideo (TORTORA et al., 2014). Ambas bactérias sdo descritas como
sensiveis a acdo de peptideos membranoliticos e catidonicos, como os trés peptideos
antimicrobianos andlogos a Hylinal com atividade in vitro frente a Xcc (KISHI et al.,

2018 ), e ao peptideo CAP18 (HABIBOLAHI et al., 2022).

Bactérias como Las e Lcr apresentam o genoma reduzido, ~1,25 Mpb e ~1,5 Mpb
respectivamente. Contudo, apesar de apresentarem o metabolismo de sintese das paredes
celulares incompletos, apresentam genes relacionados a biossintese de
lipopolissacarideos (SHAPIRO et al., 2013; JAIN et al., 2022), tornando-as passiveis do
ataque de peptideos que atuam rompendo essas membranas, especialmente os peptideos

cationicos.

Os peptideos Guavanin-2, Gr01 e K13 atuam lisando a membrana plasmatica de
microrganismos, apresentando carga final positiva, ou seja, sdo peptideos catidnicos
(PORTO et al., 2018; RAMADA et al., 2019 ¢ CONCEICAO, 2018). Os peptideos
antibacterianos Guavanin-2 e Gr01 foram caracterizados frente a E. coli e Staphylococcus
aureus (PORTO et al., 2018; RAMADA et al., 2018) aplicados a bactérias que causam
doencas para a satde humana, contudo este ¢ o primeiro relato de antibiose a bactérias
patogénicas em citros, determinando o ineditismo do trabalho e a versatilidade dessas
macromoléculas. O peptideo K13 ¢ inédito, porém seu andlogo, Pantinin-1, também
apresenta alta atividade antibiotica, especialmente frente a bactérias Gram-negativas

(CRUSCA et al., 2018).

Outro tipo de mecanismo de a¢ao dos peptideos se da pela inibi¢ao de processos
regulatdrios e essenciais para a duplicacao do material genético para os microrganismos,
como seria a inibi¢ao da atividade de topoisomerases. As topoisomerases sao enzimas que

promovem a clivagem do duplex ciclico do DNA durante o processo de duplicacdo do
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material genético, regulando o desenovelamento da dupla fita (BUSH;
EVANSROBERTS; MAXWELL, 2015). Esta ¢ uma enzima onipresente nos
microrganismos ¢ a inibi¢ao de sua atividade pode acarretar na morte celular (POMMIER

etal., 2016).

O peptideo Lin3 ¢ descrito como um representante da classe de peptideos que tém
alvo intracelular e, neste caso, ele atua provocando a inibicdo da atividade das enzimas
topoisomerases TopolV e DNA girase, presentes nos genomas bacterianos (ANGELO,
2021; ROCHA, 2018). Lin3 ¢ descrito por apresentar alta atividade antimicrobiana frente
a bactérias responsaveis por causar doengas em humanos, como por exemplo E. coli e S.
aureus. Comparativamente, TopolV (subunidade A) de Escherichia coli (PDB Number:
3FV5) apresenta 47, 42 e 68% de homologia com TopolV de Liberibacter crescens,
Candidatus Liberibacter asiaticus e Xanthomonas citri, enquanto a sequéncia de DNA
girase de Escherichia coli (PDB Number: 1EI10), apresenta porcentagem de homologia
de 40, 46 e 62% respectivamente, para as bactérias Liberibacter crescens, Candidatus
Liberibacter asiaticus e Xanthomonas citri, justificando a eficiéncia da atividade de Lin3

para a aplicagdo antibidtica. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Assim, corroborando com a literatura, este peptideo teve atividade antibiotica in vitro
para todas as bactérias testadas. Ademais a essa situacao, Lin3 € considerado um peptideo
cationico (BOLDT, PINILLA, SEGALL, 2004; KLEMM et al., 2000), que justifica, mais
uma vez, seu alto potencial de interacdo com a membrana de L. crescens, permitindo sua

permeacao e atividade intracelular.

O desenvolvimento de novos antimicrobianos requer necessariamente que eles
ndo atuem nas células eucariotas (LORENZON, 2015). De acordo com o National
Institute of Heath (NIH) descrito pela empresa Carefusion (http://www.carefusion.com)
o valor limite aceitavel de hemolise para produtos aprovados na area da satide ¢ menor

que 5%.

A teoria mais aceita defende que a toxicidade de uma macromolécula pode se
tornar um problema somente em casos onde o peptideo seja administrado sistemicamente
(aplicagdes injetaveis), indicando que a ingestao dessas moléculas ndo ocasiona riscos,
uma vez que os peptideos sdo quebrados no momento da ingestdo, como ocorre com
outros peptideos presentes nos alimentos (FOX et al, 2012). No entanto, outra vertente

determina que peptideos toxicos para os eritrocitos podem dificultar o funcionamento das
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enzimas que atuam no trato gastrointestinal, indicando a necessidade em buscar

macromoléculas atéxicas (KURODA e CAPUTO, 2013).

Para o presente projeto, os testes de hemolise dos peptideos tém o objetivo de
evitar o investimento em identificagdo e selecio de peptideos para aplicagdao no controle
de doengas em citros que ndo satisfacam a questdo de seguranga de uso humano,
caracteristicas atendidas pelos peptideos que apresentaram atividade antibiotica
Guavanin-2, ¢ K13, Lin3 e ndo apresentaram atividade hemolitica nas concentragdes
trabalhadas. Para os peptideos Guavanin-2 e Lin3 essa informacao nao ¢ inédita e
corroboram com a literatura (PORTO et al., 2018; ROCHA, 2018; ANGELO, 2021).

Para o peptideo K13, no contexto da atividade hemolitica, ¢ importante comentar
que esta macromolécula ¢ um andlogo ao peptideo Pantinin-1, peptideo extraido do
veneno de escorpido, que inicialmente apresenta alta atividade antibidtica, e alta atividade
hemolitica também (CRUSCA et al., 2018; ZENG et al., 2013). Para diminuir essa
atividade hemolitica e vialibilizar sua aplicacdo, foi realizada uma modificagao pontual
do aminoacido isoleucina (I) por uma lisina (K) na 13? posi¢do da sequéncia primaria
(por¢do apolar), por meio de estudos de dinamica molecular e design racional de
peptideos (CRUSCA et al., no prelo). Esta modificagdo proporcionou a manutengdo da
atividade antibiotica classica do peptideo frente a bactérias Gram-negativas, porém a
redu¢do da atividade hemolitica. Estudos com esta finalidade estdo cada vez mais
frequentes e eficientes, tornando o mundo dos peptideos cada vez mais versatil, util e com

alto potencial biotecnologico.

O peptideo encriptado Gr0O1 apresentou atividade hemolitica nas concentragdes de
50 e 100 p.mol.L!, e este dado corrobora com a literatura (RAMADA, et al., 2018),
porém, como tal concentragdo estd acima da CIM, pode-se inferir que o peptideo Gr01 se

manteve um alvo potencial para os demais estudos do presente trabalho.

Para determinar o modo de acao dos peptideos, foram propostos os experimentos
de mimeéticos lipidicos de membrana bacteriana e microscopia eletronica de transmissao.
Dentre todos os peptideos, Gr0l foi aquele que apresentou maior potencial
membranolitico, sendo responsavel por romper 100% dos miméticos, coincidindo com a
predicdo estrutural determinada por Ramada et al (2018), que propunha um modo de a¢ao
litico para GrO1. O peptideo K13, também apresentou alta porcentagem para lisar os
miméticos produzidos, indicando que tal macromolécula apresenta modo de agdo

membranolitica, assim como os peptideos da classe das pantininas (CRUSCA et al., 2018;
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ALMAAYTAH et al., 2014). J4 Guavanin-2 apresentou perfil de formacao de “poro
carpete”, hiperpolarizando a membrana bacterina, caracteristica associada ao aumento
gradativo da permeabilidade em funcdo do tempo, formando um gradiente de
permeabilizacao

Em contrapartida, Lin3 apresentou menor capacidade de permeabilizar os
miméticos, porém apresentam atividade antibidtica frente as bactérias testadas. Isso pode
indicar que tal macromolécula apresenta mais de um tipo de modo de agdo: Lin3 ¢ um
peptideo que tem como principal modo de acao atingir alvos intracelulares, o que justifica
sua baixa taxa de permeabilidade (ROY et al., 2011).

Os resultados obtidos por meio da microscopia eletronica de transmissao
corroboram com o ensaio de miméticos de membrana uma vez que os peptideos Gr0O1 e
K13, que apresentam modo de acao litico, foram capazes de romper a parede celular de
Lcr, onde foi possivel observar que a estrutura morfoldgica das células estd desorganizada
(“desfeita”). Em contrapartida, para o peptideo encriptado Guavanin-2, podemos dizer
que existe um extravasamento celular “pontual”, e indica que neste local houve o maior
“actimulo” peptidico, levando a célula bacteriana a lise por meio da hiperpolarizagao
(instabilidade) da parede celular e, a partir dai, a morte.

Para Lin3, que apresenta o mecanismo de acdo intracelular, a estrutura da bactéria
foi mantida, ou seja, a morfologia da bactéria encontra-se bem definida e semelhante ao
controle negativo do experimento (bactéria sem tratamento). E possivel inferir que a
presenca da solucdo peptidica ndo causou grandes perturbagcdes na parede celular
bacteriana, assim que o contato foi promovido.

A busca por novas moléculas naturais €, atualmente, uma das principais areas da
indtstria agricola no mundo. J& existem pesquisas que comprovam a eficacia dos
peptideos frente a Xcc (KISHI et al., 2018; STOVER et al., 2013), porém, esses estudos

nao contemplam ensaios em casa de vegetagdo (in planta).

A importancia em realizar ensaios in planta para estudos relacionados as bactérias
que acometem a agricultura decorrem da necessidade de testar a permeabilidade, estudar
a atividade fitotoxica, estabilidade fisico-quimica, incompatibilidade entre quimicos,
disponibilidade do material, dindmica natural da competicao bacteriana e viabilidade de
aplicagdo da determinada macromolécula. Para obter essas informagdes, os peptideos

foram utilizados em um teste in planta, em escala de “casa de vegetacdo”, frente a Xcc.
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O cancro citrico ndo ¢ uma doenga sistémica, mas sim, local as folhas, ramos e
frutos. As bactérias colonizam a superficie das plantas hospedeiras de maneira epifita
(sem causar doenca), mas quando adentram (por meio de fatores bidticos e abidticos) o
espago mesofilico das folhas, ativam a expressao de genes ligados a patogenicidade e se
multiplicam nos espagos intercelulares das plantas (VAN GIJISEGEM et al., 1993;
CARVALHO, 2006; JACIANI, 2008). Com a presen¢a de umidade na regido lesionada,
a bactéria ¢ exsudada, possibilitando sua dispersao (GOTTWALD et al., 2002; FAVARO
etal., 2017).

Hoje em dia, o principal manejo do cancro citrico ¢ de carater preventivo e se da
pelas aplicacdes frequentes de cobre formulado concentracio de 350 g.L! de cobre
metélico (insoluvel) e 588 g.L!' de oxicloreto de cobre (soltivel), administrado na
concentracdo recomendada na bula de 2 mL.L"! (0,6 gL' de cobre metalico) com o
objetivo de desenvolver uma barreira fisica ¢ quimica de protecdo dos novos fluxos
vegetativos e frutos até o estagio de menor suscetibilidade a doenga, o estidgio da

maturacdo (MACHADO et al., 2021).

Pelo fato de o cobre ser amplamente empregado para o manejo preventivo de
cancro, existem relatos que determinam o surgimento de bactérias de Xcc resistentes a
esse metal, o que compromete a eficdcia das aplicagdes (SUNDIN et al., 1989). Os genes
presentes no genoma das bactérias resistentes atuam em conjunto, formando o operon
copABCD e copLAB, que conferem resisténcia as bactérias (COOKSEY et al., 1993;
BEHLAU et al., 2020). Sabendo disso, estudar novas moléculas para o controle do
desenvolvimento de Xcc torna-se peca chave para manutengdo da qualidade do manejo

de cancro.

Os peptideos altamente membranoliticos Gr0l e K13 atuaram inibindo o
desenvolvimento de Xcc in planta. Nessa perspectiva, esses peptideos adotaram posi¢ao
de destaque pois apresentaram porcentagem de eficiéncia de controle da bactéria de 87,3
e 75%, estatisticamente similares ao controle promovido pelo cobre. Este resultado
promissor pode estar atrelado ao fato que os peptideos membranoliticos que atuam como
“detergente” costumam ter o modo de a¢do rapido quando ocorre a interagdo com a
membrana alvo. Os peptideos Guavanin-2 e Lin3 ndo apresentaram resultados
satisfatorios para o controle de cancro in planta: Guavanin-2 tem alvo membranolitico
porém atua hiperpolarizando a membrana plasmatica das bactérias, ou seja, com o

acimulo dos peptideos na membrana plasmatica da bactéria em funcdao do tempo existe
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a lise pontual da membrana, expondo o contetido citoplasmatico e levando a bactéria a
morte celular. Lin3, diferente dos demais peptideos avaliados, t€ém alvos intracelulares e
também apresentam a tendéncia de levar a morte celular em fun¢do do tempo de
exposicao ao produto. Este resultado ainda ¢ preliminar e mais estudos precisam ser
realizados para comprovar a real eficiéncia desses peptideos frente ao patossistema
avaliado, porém, por meio dele é possivel observar uma tendéncia para a maior eficiéncia
no uso de peptideos com modo de agdo litico para controle e morte de bactérias que

apresentam o modo de colonizagdo local, como seria o caso da Xcc.

No momento da chegada de um fitopatogeno invasor (bactéria, fungo, virus) as
plantas sdo capazes de reconhecé-los por meio dos PAMP’s, MAMP’s e expressar genes
que podem codificar a secrecdo de substancias antibioticas e/ou ativar o sistema de defesa
vegetal. Entre as macromoléculas secretadas, os peptideos se destacam: existem variadas
classes de peptideos de origem vegetal que tém propriedade antimicrobianas e sdo
superexpressos no momento da competi¢do microbiana (RAMIREZ-ESTRADA et al.,

2016), como seria o caso das defensinas, cisteino-peptidases, entre outras.

Alguns “peptideos de defesa” sinalizam a resposta vegetal por meio da regulagao
de rotas bioquimicas: genes que determinam a expressdao de hormonios reguladores como
acido salicilico (AS), 4cido jasmonico (AJ), etileno (ET) e acido absisico (ABA) sdo
ativados. A ativagdao desses metabolismos estd relacionada ao sistema de resisténcia
adquirida (SRA). Além desse mecanismo, quando a sinalizagdo dessas vias metabodlicas
¢ feita artificialmente, antes da chegada do patdgeno, as plantas apresentam uma
tendéncia a responder ao ataque de maneira mais rapida e eficiente quando, futuramente,
a infeccdo ou colonizacdo se instalar nos tecidos vegetais (CONRATH et al., 2015),

caracterizando o fendmeno de "priming vegetal".

Proteinas da familia das flagelinas (flg22) sdo descritas como macromoléculas
antibioticas, porém também apresentam a caracteristica de eliciar o sistema de defesa de
plantas (CHANG et al., 2017; CIARRONI et al., 2018, BLEVE et al., 2018). O peptideo
antibacteriano BP178, sequéncia quimérica composta por um fragmento do peptideo
mangaina + peptideo BP100, apresenta atividade eliciadora do sistema de defesa vegetal
de tomateiros ¢ amendoeiras (MONTESINOS et al., 2021, BARO et al., 2022) quando
acometidas pela bactéria X. fastidiosa, bactéria que também acomete a citricultura,

causando a Clorose Variegada dos Citros (CVC). O peptideo MaSamp, descrito como
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antibiotico frente a Candidatus Liberibacter asiaticus também apresentou atividade

eliciadora do sistema de defesa vegetal de plantas de Citrus (HUANG et al., 2021).

No presente estudo, foi reportado pela primeira vez que apos a aplicagao dos
peptideos antibioticos Gr01, K13 e Lin3 em plantas sadias, observou-se também a
ativacdo da expressdo dos alvos NPR1, BSMT1, PR2 e LOX, relacionados as vias de
defesa do sistema de defesa vegetal , indicando uma possivel dualidade da funcao dessas
moléculas. Para os peptideos eliciadores de defesa vegetal, HLBO1 e HLB02 também foi
detectada tal atividade, conforme esperado (MONTESINOS et al., no prelo). Assim como
a literatura, ndo foi observada indugdo do sistema de defesa de plantas sadias apods a
aplicagdo de BP178, uma vez que tal peptideo costuma ativar a indugdo dos genes de
defesa vegetal na presenca de um agente invasor (MONTESINOS et al., 2017, MOLL et
al., 2021; OLIVERAS et al., 2022; BADOSA et al., 2022).

O gene NPR1 promove a regulacdo central da via do 4cido salicilico na rota da
resisténcia sistémica adquirida (RSA), pela via da isochorismate synthase (ICS1) e ¢
responsavel por ativar a expressao de variados genes de resposta a resisténcia do patégeno
(“PR-genes”). Dessa forma, a literatura aponta que a ativagao de genes como NPR1 esta
diretamente relacionado com a ativagdo das proteinas relacionadas a patogénese PRI,
PR2 e PRS, enquanto o aumento da expressdo das proteinas PR3, PR4 e PR12
representam a ativagdo do metabolismo de 4cido jasmonico (AJ) em plantas (HUANG et

al., 2021; ALI et al., 2018; FU et al., 2013).

Analisando a expressdo génica de NPR1 promovida pelos peptideos estudados,
observou-se diferengas significativas no nivel de expressao relativa 1 dia apds a aspersao
dos peptideos, especialmente para os peptideos GrOl, Guavanin-2 e Lin3, quando
comparadas com o controle positivo (indutor ASM). Esse resultado viabiliza aplicagdes
de ativagdo do sistema de defesa de laranjeiras, especialmente voltados para o
patossistema do cancro citrico, uma vez que X. citri demora 8-12 horas para colonizar o
tecido vegetal (CARVALHO, 2006). Nesse contexto, a expressao precoce de genes de

defesa vegetal apos 24 horas da aspersdo pode ser vantajosa.

Ademais, NPR1 foi superexpresso no tempo de 15 dias apds a aspersdao dos
peptideos GrO01 e HLBO1. Considerando o patossistema do HLB, esse estimulo “tardio”
dos genes de defesa se torna interessante, uma vez que segundo ALVES et al (2021), a

curva de crescimento bactéria Las nas plantas se torna mais proeminente e inicia a fase
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exponencial, apos 12 dias da inoculag¢do via psilideo. Esse tempo de sinalizacdo mais
longo também vislumbra aplicagdes de liberacdo/ativacdo prolongada, trazendo

beneficios no contexto dos pomares e experimentos em campo.

O gene BSMT1 esté relacionado a via do acido salicilico, uma vez que ¢ capaz de
sinalizar as modificagdes de glicosilagdo e de metilagdo do AS, produzindo o éster
glicosilado ou acido salicilico glucosideo e o metil salicilato (MeSA) (BOATWRIGHT,
PAJEROWSKA-MUKHTAR et al., 2013). Muitos desses conjugados foram identificados
como formas necessarias para aumentar a manipulagdo temporal e espacial de processos
regulatorios da planta, principalmente, aqueles vinculados as possiveis respostas de
defesa especificas de patogenos (LOAKE, GRANT., 2007). Os peptideos HLBOI,

HLBO02, Lin3 e o indutor ASM promoveram a superexpressao deste gene.

O gene PR2, que promove a sintese de 1,3-#-glucanases, enzimas capazes de
degradar a parede celular de fungos, faz parte de uma classe complexa de “PR proteinas”
(PASCHOLATT et al., 2008). O termo “proteinas PR” indica um grupo de diversas
proteinas que sdo induzidas por fitopatégenos, bem como moléculas de sinalizacao
relacionadas a defesa (MARTINS, et al., 2008). Nas vias naturais, apos o desafio do
patdgeno, ocorre primeiramente a ativacao das vias de sinalizagdo de defesa, como acido
salicilico (SA) e 4cido jasmonico (JA) (AMORIM et al., 2018). Em segundo plano, e de
maneira mais especifica, ocorre o acimulo de proteinas PR que minimizam a carga de
patogenos ou o inicio da doenga em 6rgdos vegetais nao infectados (ALI et al., 2018).
Plantas tratadas com GrO1, Guavanin-2 ¢ ASM, no tempo de 15 dias apds a aspersao,
promoveram a superexpressdo de PR2. Essa ativacdo do sistema de defesa vegetal
“tardio” corrobora, mais uma vez, para aplicacdes deste peptideo no patossistema do

HLB.

Os jasmonatos sdo dependentes de lipoxigenase (LOX) para o processo de
oxidacdo do 4cido linolénico e formacdo do 4cido 13-(S)-hidroxiperoxi-
octadecatriendico, que serd, posteriormente, metabolizado pela enzima aleno oxido
sintase (AOS). Para LOX, os peptideos HLBO1 e HLBO02 se destacaram no tempo de 15

DAA, com destaque para superexpressdo pronunciada para o tratamento HLBO1.

Apo6s avaliar que os peptideos do presente trabalho apresentavam atividade
elicitora do sistema de defesa de laranjeiras saudaveis, foi proposto um experimento com

plantas infectadas por Las, para desafiar e determinar a atividade elicitora de defesa dos
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peptideos no comportamento natural do patossistema de HLB, bem como, avaliar o efeito

priming que a macromolécula pode produzir no sistema vegetal em questao.

Investigagdes de interagdes planta-inseto usando pulgdes e afideos (como modelo
de insetos que se alimentam da seiva das plantas) descreveram que tais individuos sdo
capazes de induzir a resposta imune dependente da ativacdo das vias do AS e AJ em
plantas (WALLING, L. L, 2008). Investigacdes semelhantes ¢ com foco em psilideos
corroboram com tais pesquisas ¢ demonstraram sua capacidade de ativar o sistema de
defesa vegetal (associados aos DAMPS, do inglés, "damage associated molecular
pattern") e de induzir o acumulo de AS e AJ em plantas (IBANEZ et al., 2022; IBANEZ
et al., 2019).

Essa atividade eliciadora do sistema de defesa de plantas promovida pela presenga
do inseto infectado sadio também foi observada, onde, em 6 DAI, plantas que receberam
os tratamentos peptidicos e plantas expostas aos insetos sadios induziram igualmente a
expressdo e producdo do gene BSMTI1, de acordo com as andlises estatisticas. Essa
afirmacao indica que o reconhecimento dos DAMPs do psilideo por meio dos receptores
das laranjeiras foram capazes de ativar a producao de genes que estdo relacionados a
conversao do 4cido salicilico em suas formas metiladas, que também sdo translocadas via

floema (KAWANO e BOUTEOQOU, 2013).

Ja para 22 DALI, foi possivel observar que os tratamentos que promoveram maior
destaque na expressdao de BSMT1 (HLBO02, Lin3 e ASM) tiveram a mesma indug¢do
observada nas plantas tratadas com 4gua. Esse resultado indica que os peptideos
estudados ndo foram capazes de promover o aumento significativo da expressao do gene

BSMT]I.

Em 22 DAI nas plantas, de acordo com Alves e colaboradores (2021), a bactéria
ja conseguiu estabelecer a infec¢do e estd aumentando exponencialmente o nimero de
células/tecido foliar. Avaliando a expressao génica de BSMT1, esse resultado evidencia,
novamente, que os peptideos estudados ndo foram capazes de promover o efeito priming

e/ou antibiodtico nas laranjeiras, nos tempos e condi¢des avaliadas.

Para NPR1, no tempo de 22 DAI, o peptideo BP178 foi eficiente para induzir o
aumento da producdo do gene, em plantas agora infectadas por Las. O gene NPR1 pode
regular o sistema de defesa vegetal das plantas de Citrus por interagir com alguns fatores

de transcricao e sua atividade de co-ativar processos de transcricdo de genes do sistema
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de resisténcia adquirida (SAR). Além disso, no momento da infec¢ao (especialmente por
microrganismos hemibiotréficos), NPR1 também age induzindo a expressao dos genes
relacionados a patogénese (os 'PR-genes') (IBANEZ, F. et al., 2019; SUGANO, S. et al.,
2010; WANG, et al., 2006; DELANEY, et al., 1995).

O peptideo BP178 trata-se de uma quimera que apresenta fun¢do antibiotica e
capacidade de induzir o sistema de defesa de plantas como tomateiros e amendoeiros
(BARO et al., 2022; MONTESINOS, et al., 2021a; MONTESINOS, et al., 2021b). De
acordo com o resultado do transcriptoma das amendoeiras infectadas com Xylella
fastidiosa, bactéria causadora de uma doenca que ataque o xilema das plantas, o
tratamento com BP178 (via injecdo), promoveu a superexpressao de 72 genes, sendo 31
deles relacionados ao metabolismo do AS, especialmente genes relacionados ao

reconhecimento de patdgenos e os 'PR-genes'.

Para PR2, no tempo de 22 DAI observamos que os peptideos BP178 ¢ HLBO1 se
destacaram na superexpressao do gene e tiveram diferenca significativa entre os demais
tratamentos (e controles) avaliados, contudo, ambos peptideos induziram a transcri¢do de
PR2 na mesma propor¢ao. Para BP178 esse resultado corrobora com a literatura, uma vez
que BP178 apresenta altas taxas de expressdo de ‘PR-genes’, ligados ao metabolismo de
AS (BARO et al., 2022). Para HLBO1, essa atividade também ¢ esperada, uma vez que
tal peptideo apresenta agdo descrita como eliciador do sistema de defesa vegetal,

especialmente para proteinas relacionadas a via biossintética do AS.

Para LOX, em 6 DAI, pode-se observar que a chegada do inseto sadio nas plantas
destaca a indu¢do do sistema de defesa das plantas, e que o inseto, sozinho, ja foi capaz
de produzir significativo aumento da inducao do gene LOX nas plantas. Esse resultado
também foi reportado no trabalho de Killiny e Nehela (2017), que indicaram que as
plantas expostas aos ACP sadios tiveram maior ativagdo do acido a-linoleico (precursor
da via de AJ) em comparagdo as plantas expostas aos psilideos Las+. Pode-se inferir
ainda, que os tratamentos peptidicos se mostraram menos eficientes na expressao de tal

gene, neste tempo de coleta.

Além disso, foi possivel observar que a chegada da bactéria Las no floema das
plantas pode suprimir o sistema de defesa das mesmas, observado pela repressdo na
expressdo dos transcritos de LOX no tratamento controle (plantas tratadas com

agua:psilideo Las+), no tempo avaliado. Esse efeito de supressdo de genes mediada por
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Las ja foi descrito por Jain e colaboradores (2019; 2018 e 2015), avaliando que a bactéria
reprime a expressao de peroxidases para evitar o efeito da peroxidagao lipidica in planta
induzida por ROS, prevenindo o aciimulo de oxilipinas e atrasa a ativa¢ao do sistema de
defesa vegetal. Esse efeito pode ser mediado pelo gene LasBCP (CLIBASIA RS00445),
conservado em todas as sequéncias de Candidatus Liberibacter asiaticus descritos (JAIN

etal., 2018).

Diferentemente, em 22 DAI, o peptideo K13 se mostra como uma opg¢ao em
destaque para possivelmente ativar a expressao de LOX e sinalizar a via do acido
jasmonico. A literatura aponta que a regulacdo da via de AJ nesses organismos pode
exercer um papel importante na dificuldade do estabelecimento/bloqueio de infec¢des
causadas por microrganismos (especialmente os necrotroficos) e herbivoros
demonstrando assim, a relevancia desse hormonio no tema indugao de sistemas de defesa

de organismos vegetais (BARI e JONES, 2009).

O gene LOX codifica a enzima lipoxygenase, que atua nos cloroplastos das folhas
e a supressdo deste gene em folhas de laranjeiras sugere as dificuldades na regulacdo e
acumulo do fitohormémio AJ (SUH et al., 2018), representando assim a importancia
desse gene na indugdo do sistema de defesa nas plantas. Os niveis de LOX sdo pouco
expressos em plantas infectadas com Las (NWUGO et al., 2016; FAN et al 2011) e apesar
de ter sido detectado que a presenca de ACP sadio aumenta a expressdo de LOX nas
plantas, esse nivel de transcritos ¢ rapidamente atenuado com a chegada da bactéria (por
meio de ensaios com borbulha infectadas e/ou insetos infectados) (KILLINY e NEHELA,
2017). Isso indica que a selecdo de moléculas capazes de induzir o aumento da expressao
de AJ em plantas infectadas com Las pode contribuir, indiretamente, para o controle do

HLB, pelo menos nos estagios iniciais da infec¢dao (JAIN et al., 2019).

Coincidentemente, os peptideos BP178, K13 e HLBO1, que adotaram posi¢des de
destaque na superexpressdo dos genes de defesa vegetal, também apresentaram
capacidade de atrasar e/ou reduzir a multiplicagdo da bactéria nas plantas, se tornando
alvos em potencial para o manejo preventivo do patossistema do HLB, devido ao baixo
nimero de plantas detectadas com Las mesmo 332 dias ap6s a inoculagdo da bactéria (via
psilideo). Resultados semelhantes foram observados para BP178 (via endoterapia) frente
a bactéria Xylella fastidiosa em amendoeiras, bactéria que também coloniza o xilema de
laranjeiras, agente etioldgico doenga CVC (clorose variegada dos citros) (MOLL et al.,

2022). Ja os resultados obtidos para os peptideos K13 e HLBO1 sdo inéditos.
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O peptideo HLBO1 desperta ainda maior interesse no manejo de HLB pois além
de somente 10% das plantas tratadas estarem com a presenca de Las, o titulo bacteriano
nestas plantas foi no maximo de Logio=3. Redugdes no titulo de Las desta ordem de
magnitude somente sdo atingidas em plantas cultivadas a 38°C (LOPES et al., 2009) e
uma relagao com o titulo bacteriano para aquisicao de Las pode ser estabelecida. Esse
resultado abre caminhos para outras reflexdes: de acordo com Lopes e Cifuentes-Arenas
(2021), psilideos sadios alimentados de plantas (especialmente brotos jovens) com titulo
Las igual a Logi0=3,12 apresentam aproximadamente 20% de probabilidade de adquirir
Las, reduzindo as chances de disseminagdo de Las. Além disso, plantas com baixos titulos
de Las apresentam menor severidade dos sintomas de HLB, quando comparadas com

plantas que apresentam altos titulos da bactéria (DOUD et al., 2017).

Para explorar de maneira mais detalhada os efeitos do peptideo K13 frente ao
patossistema do HLB in planta, foi proposto um segundo experimento, mais criterioso e
com maior nimero amostral. Neste experimento, observou-se em 94 DAI um total de 5
(que corresponde a 20%) plantas infectadas com Las, resultado este similar e coerente
com o observado anteriormente, onde em 105 DAI detectou-se 10% de plantas positivas
para Las. Além disso, no tempo de 94 DAL, foi observada a maior diferenca do resultado
de incidéncia acumulada para as amostras tratadas com K13 e controles, indicando que
talvez este seja o tempo limite necessario para realizar uma nova aplicagao do peptideo,
em experimentos futuros onde sejam avaliados a frequéncia de aplicacdo x viabilidade do

uso dessas macromoléculas em grande escala.

Com base nos resultados expostos, pode-se afirmar que K13 apresenta-se como
uma molécula peptidica candidata a ter mais estudos relacionados ao controle e manejo
do HLB em plantas. Para isso, estudos futuros verificando a frequéncia de aplicagdo,
formas variadas de delivery da molécula até¢ o alvo (floema da planta) por meio de
tecnologias de endoterapia e transformacgdo genética de plantas, uso de tecnologias
relacionadas ao aprimoramento da formulagdo, como nanotecnologia e/ou ancoragem
com outras macromoléculas para favorecer o periodo de fixagdo dos peptideos nas plantas
(DILARRI, 2021), ou ainda, estudos mais aprofundados que relacionam a resposta
biologica do psilideo infectado com Las apos a aplicacdo do peptideo em plantas, entre

outros, podem ser caminhos interessantes a serem percorridos neste horizonte.
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Nos estudos de ontogenia (Quadros 4 e 5), os brotos tratados com K13 se
desenvolveram de maneira mais rapida, ou seja, atingiram a maturidade do tecido foliar
mais rapidamente que os brotos de plantas tratadas com 4gua. E sabido que os psilideos
tém preferéncia por se alimentarem de brotos jovens, especialmente até os estagios V4
(SULE et al., 2012), assim como Las migram preferencialmente para tecidos jovens
(RAIOL-JUNIOR, et al., 2021). Consequentemente, reduzir o tempo de exposi¢cdo desses
brotos a chegada dos insetos infectivos pode reduzir a taxa de transmissdo de HLB entre

as laranjeiras.

Apesar de menos reportado na literatura, além de atuarem no sistema de defesa e
imunidade das plantas, foi determinado que alguns peptideos vegetais se agrupam na
familia XI, que compreende receptores envolvidos no desenvolvimento e diferenciagao
das plantas. Isto poderia ser uma indicagdo de que os peptideos poderiam operar em vias
de sinaliza¢do envolvidas no desenvolvimento das plantas sinalizando a inducdo de
hormonios eu regulam o desenvolvimento das plantas, como seria o caso das auxinas e

giberelinas, além da via indutora de resisténcia vegetal (BARTELS et al., 2013).

K13, que ndo ¢ um peptideo vegetal, contudo, também foi capaz de induzir a
superexpressdao de LOX em plantas infectadas, o que indica que ele pode estar sendo
reconhecido como um °‘gatilho’ para o reconhecimento e transcricdo de vegetais
(PROPEPS), assim como ferimentos e genes relacionados a sintese de 4cido jasmonico
(AJ) (YAMAGUCHI et al.,, 2010). Acredita-se que os PROPEPS sdo clivados por
peptideos vegetais, e a partir dessa interacao quimica, sdo permeados pela a membrana
celular vegetal por dois receptores homologos PEPR1 e PEPR2 (HUFFAKER et al.,
2006).

Essa estratégia certamente seria insuficiente para ‘acabar’ com o HLB nos
pomares, contudo, poderia ser aplicada, em conjunto com outros manejos, como uma
medida para mitigar e reduzir os efeitos da doenga. Para isso, estudos mais aprofundados
avaliando a biologia do inseto em plantas que receberam o peptideo deveriam ser
realizados para afirmar, de maneira mais robusta, o efeito de K13 na aceleragdo do

desenvolvimento foliar.

Devido a situagdo alarmante do greening nos EUA, o uso do antibidtico
oxitetraciclina (OTC), molécula descoberta em 1948, foi aprovado para uso em pomares

de laranjeiras desde 2017 pelo governo americano como op¢ao para o manejo do HLB
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(EPA, Emergency Exemptions provisions of Federal Insecticide, Fungicide, and
Rodenticide; WANG et al., 2015): por apresentar uma estrutura molecular reduzida e
liberagdo prolongada, tal antibidtico consegue translocar bem na planta, sendo
encontrados residuos do produto no xilema, floema, folhas e raizes das laranjeiras (AL-
RIMAWI, F. et al., 2019). Apesar da liberagdo americana no uso do produto, a literatura
aponta que a endoterapia trata-se do inico método eficiente para o controle e redugdo do
titulo de Las no floema das plantas, de maneira que a aplicagdo foliar ndo permitiu a
penetracao de oxitetraciclina em concentragdes suficientes, mesmo que feita juntamente

com o uso de adjuvantes (VINCENT, et al., 2022).

Outra discussao a respeito do emprego da OTC nos pomares esta relacionada ao
seu amplo uso na alimentagcdo animal, especialmente na piscicultura e avicultura, bem
como, sua relacdo com o desenvolvimento do fendmeno de resisténcia microbiana, que
pode se tornar, em breve, um problema de saude publica devido ao uso indiscriminado do

antibiotico. (ZURHELLE et al., 2000; MOG et al., 2020; IGBINOSA et al., 2016)

Propondo um comparativo entre o modo de agdo da OTC e dos peptideos descritos
neste trabalho, ¢ sabido que a OTC ¢ uma representante da familia das tetraciclinas,
apresenta modo de agdo conhecido como “intracelular”, inibindo a sintese de proteinas,
processo metabodlico indispensavel para a manutencao celular (DOWLING et al., 2017).
Os mecanismos de resisténcia a OTC desenvolvidos pelas bactérias envolvem,
principalmente: bomba de efluxo e mudanga nos aminodcidos alvos da ligacdo com o
ligante (DOWLING et al., 2017; CHOPRA et al., 2001). Diferentemente dos antibioticos
tradicionais, os peptideos membranoliticos (modo de a¢do de BP178, K13 e HLBO1)
fazem parte da 4* (e ultima) geracdo de antibidticos: eles interagem e rompem
drasticamente as membranas celulares por diferenca de carga e polaridade, causando a
morte celular, reduzindo a possibilidade de resisténcia bacteriana as macromoléculas
(VENTURA.e NETO, 2023; WANG, G., 2015). A tendéncia para desenvolvimento de
resisténcia bacteriana frente a moléculas membranoliticas € significativamente menor que

aquela comparada aos mecanismos intracelulares.

Em outros patossistemas, o uso de produtos conhecidos como ‘biologicos’ ,
definido como a inibi¢do direta ou indireta da doenca, ou do patdégeno causador da
doenga, por outro microrganismo endofitico (antagonista) ou pelos subprodutos
antibioticos produzidos pela via fermentativa de microrganismos endofiticos de plantas,

vem ganhando destaque e potencial aplicagdo biotecnoldgica. No trabalho de Dang e
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colaboradores (2019) foram descritas que bactérias endofiticas do género Bacillus spp.
de plantas do género Citrus apresentaram potencial antibidtico frente a Xanthomonas citri
subsp. citri. Contudo esse ¢ um horizonte ainda pouco explorado no patossistema do

HLB.

Diante desse contexto, entre as vantagens no uso de peptideos para o manejo do
HLB e outras doengas que atingem as plantas, destacam-se: sdo moléculas pequenas,
sustentaveis, seletivas a um grupo de organismos, podem apresentar bifuncionalidade
(como ¢ o caso de BP178, K13 e HLBO1) costumam ser a parte mais ativa de proteinas
antibiodticas, sdo facilmente sintetizadas quimicamente, o que agiliza os processos de
screening ¢ estudos de docking, apresentam potencial biotecnologico a ser aproveitado
pelas estratégias de transformagdo de plantas e, eventualmente, CRISPr. Apesar dos
peptideos serem macromoléculas caras , seu emprego na industria farmacéutica ja ¢ uma
realidade , além disso, o desenvolvimento de novas estratégias para ‘baratear’ o processo
de sintese quimica e purificagdo justificam a continuidade no investimento em pesquisas
na area (STECKBECK et al., 2014; MENEGUZZI et al., 2017, HUANG et al., 2021;
KORDI et al., 2023).
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6. CONCLUSOES

A metodologia de sintese quimica em fase solida (SPPS) proposta para a produgao
das sequéncias peptidicas descritas foi eficiente. Todos os peptideos foram devidamente
identificados, caracterizados e purificados de acordo com os métodos definidos pelas

técnicas de CLAE-FR e Espectrometria de Massas.

Os testes microbiologicos determinaram que os peptideos Gr01, Guavanin-2, K13
e Lin3 apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias Escherichia coli,

Liberibacter crescens BT-1 e Xanthomonas citri subsp. citri

O modo de acdo dos peptideos BP178, Gr01, Guavanin-2, K13 foi determinado
como membranolitico, enquanto Lin3 é o Unico representante peptidico com alvo

intracelular.

Os peptideos Gr0l e K13 apresentaram maior eficiéncia no controle do
desenvolvimento da Xanthomonas citri subsp. citri em casa vegetagdo, quando

comparado com os demais peptideos.

A atividade eliciadora de defesa vegetal em plantas sadias foi eficientemente
determinada pelo método de expressdo génica. Conclui-se que em todos os alvos
avaliados, algum peptideo foi capaz de promover a superexpressdo do gene: para
BSMT1, HLBO02 se destacou no tempo avaliado de 1 DAA. Ja para LOX, HLBO1
promoveu aumento significativo na expressao do gene foi promovido 15 DAA. Para
NPRI, com 1 DAA o peptideo Lin3 se destacou promovendo altos niveis de
superexpressao do alvo, enquanto em 15 DAA o destaque foi para GrO1. Para finalizar,
com relacdo a PR2, os peptideos Gr01 e HLBO1 se destacaram entre os demais sendo

capazes de promover o aumento significativo da expressao do gene.

Para plantas infectadas com Las, no tempo de 6 DAI, os peptideos induziram
menores niveis de transcricdo dos genes alvo que as plantas expostas aos insetos sadios.
Ja para 22 DAI, o gene LOX foi superexpresso em plantas tratadas com K13, enquanto
BP178 foi o peptideo promoveu maior superexpressao de NPR1. Para PR2, BP178 e
HLBO1 induziram maior expressdo do gene. Para BSMT1, os peptideos os tratamentos

“controle” foram mais eficientes na indu¢ao da expressao do alvo.

Para a abordagem protetiva, os peptideos que trouxeram resultados mais

animadores foram BP178, K13 e HLBO1 apresentando baixa incidéncia acumulada de
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plantas infectadas por Las até o tempo de 332 DAI. K13, por sua vez, peptideo que foi
escolhido para ser avaliado em uma segunda sessdo de experimentos com maior nimero
amostral, demonstrou ter efici€éncia no controle do estabelecimento da infec¢ao em até 94

DAL
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