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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.



\

DADOS CURRICULARES

Beatriz Cristina Pecoraro Sanches

Dados Pessoais

Nome: Beatriz Cristina Pecoraro Sanches

Nome em citagdes bibliograficas: SANCHES, B.C.P
Endereco eletronico: biapecorarosanches@gmail.com
Formagao académica/titulacao

2019 — atual

Doutorado em Biotecnologia

Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho, Instituto de Quimica,

Araraquara, Sao Paulo, Brasil.

Titulo: Peptideos antimicrobianos no controle de doengas de citros. Orientador: Prof. Dr.
Nelson Arno Wulff. Bolsista: Coordenacdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel

Superior (CAPES).
2016 -2018
Mestrado em Biotecnologia.

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Instituto de Quimica,

Araraquara, Sao Paulo, Brasil.

Titulo: Desenvolvimento e Caracterizacao de lipossomas de ramnolipideos encapsulados
com peptideos inibidores de topoisomerases bacterianas. Orientador: Prof. Dr. Reinaldo
Marchetto. Coorientador: Prof. Dr. Jonas Contiero. Bolsista: Coordenagao de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
2016 - 2017
Especializacao em Sustentabilidade e Agronegocios.

Universidade de Araraquara (UNIARA). Titulo: Energias Renovaveis na atualidade: Uma

analise critica. Orientadora: Vanessa Colombo Corbi.



VI

2012 - 2015
Graduagdo em Biotecnologia.

Universidade Federal de Sao Carlos, Araras, Brasil. Titulo: Efeito da concentracdo e
acucar e nitrato sobre a produc¢ao de etanol e acido por linhagens de Dekkera bruxellensis
em culturas submetidas a diferentes velocidades de agitagdo. Orientadora: Prof. Dr.
Sandra Regina Ceccatto-Antonini. Bolsista: Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).
Atuacao Profissional
1. Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP, 2019 — atual

Vinculo: Bolsista

Enquadramento funcional: doutoranda

2. Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP, 2016 - 2018
Vinculo: bolsista;

Enquadramento funcional: mestrado

3. Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar, 2012 - 2015

Vinculo: voluntario;

Enquadramento funcional: membro do departamento de Relagdes Humanas e
posteriormente, Diretora do Departamento Juridico e Financeiro da Empresa Junior de

Biotecnologia (SUSTEC Jr).
4. Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar, 2014 - 2015
Vinculo: voluntario;

Enquadramento funcional: estagio voluntario com biologia molecular, purificacdo de
proteinas e mecanismos da Neurospora crassa, sob a orientacao da Prof. Dr. Maria Célia

Bertolini (UNESP, 1Q).
5. Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar, 2014 - 2014

Vinculo: bolsista;



VIl
Enquadramento funcional: monitora da disciplina Biologia Celular, sob a orientagao da
Prof. Dr. Silvana Perissato Meneghin (UFSCar, Araras).
6. Universidade Federal de Sdao Carlos — UFSCar, 2014 - 2014
Vinculo: voluntario;

Enquadramento funcional: estagio com citricultura, cultura de tecidos vegetais e técnicas

de microenxertia, sob orienta¢do da Prof. Dr. Alessandra Souza (IAC, Cordeiropolis).
Idiomas

Portugués: Lé bem, compreende bem, Fala bem, escreve bem.

Inglés: Lé bem, compreende bem, Fala bem, escreve bem, escreve razoavelmente bem.

Espanhol: Lé razoavelmente bem, compreende bem, Fala bem, escreve razoavelmente

bem.
Prémios e titulos
2022

1° Lugar entre os trabalhos apresentados na forma oral no 67th Brazilian Congress of
Genetics, Natal-RN, com o trabalho intitulado “Prospection of peptides with antibacterial

and inducer of vegetal defense system activities against Huanglonbing”.
2017

1° Lugar entre os trabalhos apresentados na forma de painel no VII Congresso
Farmacéutico da UNESP, Araraquara-SP, com o trabalho intitulado “Estrutura e fun¢do
da proteina GhoT de Salmonella enterica”, Universidade Estadual Paulista "Julio de

Mesquita Filho".
Producoes
1. Artigos completos publicados em periodicos

1. SANCHES, B. C. P, ROCHA, C. A., MARTIN BEDOYA, J. G., SILVA, V. L. D.,
SILVA, P. B. D., FUSCO-ALMEIDA, A. M., MARCHETTO, R. Rhamnolipid-based
liposomes as promising nano-carriers for enhancing the antibacterial activity of peptides
derived from bacterial toxin-antitoxin systems. International Journal of

Nanomedicine, p.925-939, 2021.



2. FONSECA, RAFAEL F. ; MELO, CAIO C. B. ; SANCHES, BEATRIZ B. C. P. ;
BERTUCCI-NETO, VICTOR ; FARINAS, CRISTIANE S. ; KWONG, WU H. .
Modelling of Solid-State Fermentation over Wide Operational Range for Application in

Process Optimization. Canadian Journal of Chemical Engineering, v. 1, p. 1, 2018.

3. BASSI, ANA PAULA GUARNIERI; MENEGUELLO, L.; PARALUPPI, A.L;
SANCHES, B.C.P.; CECCATO-ANTONINI, S. R. Interaction of Saccharomyces
cerevisiae, Lactobacillus fermentum, Dekkera bruxellensis and feedstock on fuel ethanol
fermentation. Antonie Van Leeuwenhoek International Journal of General and

Molecular Microbiology, v. 1, p. 1-12, 2018.
2. Pedidos de Patente

SANCHES, B.C.P, SILVA, V.L., BRIAM-SALAZAR, A.M., LOVAGLIO, R., SILVA,
P.B., CHORILLI, M., CONTIERO, J., MARCHETTO, R. Peptides and rhamnolipids
liposomes. Provisional Number: 62517264. U.S. Patent and Trademark Office. 2017.

3. Materiais didaticos

Técnicas Moleculares Basicas: PCR, RT-qPCR, Sequenciamento, RFLPs, STRs (60
h/a), 2023 — Material didatico criado para a Faculdade Unyleya para o curso de Técnicas

em Biologia Molecular.

Defesas do Hospedeiro Envolvidas na Resisténcia e na Recuperacao das Infeccoes
Virais (60 h/a), 2021 — Material didatico criado para a Faculdade Unyleya para o curso
de Virologia.

Patologia Oncoldgica (40 h/a), 2020 - Material didatico criado para a Faculdade Unyleya

para o curso de Farmacia Oncoldgica.
4. Resumos publicados em anais de eventos

1. SANCHES, B.C.P., MARTINS, E., DAROLT, J.C., DUTRA, M.F., CRUSCA, E.,
MARCHETTO, R., WULFF, N.A. Prospection of peptides with antibacterial and inducer
of vegetal defense system activities against Huanglongbing. SBG, Natal, Rio Grande do
Norte, Brazil. 2022. (Apresentagdo de trabalho/Outra).

2. SANCHES, B.C.P., SILVA, V.L., LOVAGLIO, R., CRUSCA, E., SILVA, P.B.,,
CHORILLI, M., CONTIERO, J., MARCHETTO, R. Internalization of ParE toxin peptide



analogue by rhamnolipids liposomes. SIMB, Denver, Colorado. 2017. (Apresentagao de
Trabalho/Outra).

3. SANCHES, B.C.P.,, ROCHA, C.A., CARRIJO, R.S., BENITES, T.A., CRUSCA\E.,
SILVA, P.B., CHORILLI, M., CONTIERO, J., MARCHETO, R. Rhamnolipid liposomes:
a vehicle for ParE toxin peptide analogue transport to bacterial cell. 2017. SBBq, Aguas
de Lindoia, Sao Paulo. (Apresentagdao de Trabalho/Outra).

4. CARRIJO, R. S.; ROCHA, C. A. ; CONCEICAO, M. B. ; SANCHES, B. C. P. ;
BARBOSA, L. C. B. Estrutura ¢ funcao da proteina GhoT de Salmonella enterica: uma
toxina bacteriana implicada no fenomeno de persisténcia celular. In: VII Congresso
Farmacéutico da UNESP, 2017, Araraquara. Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesquita Filho", 2017. (Apresentagao de Trabalho/Outra).

5. ROCHA, C.A., RAMOS, M.A.S., CRUSCA, E., TOLEDO, R.G., CARRIJO, R.S.,
SANCHES, B.C.P., BAUAB, T.M., MARCHETTO, R., Effects of dimerization on the
biological activity of the WRWYCRCK peptide. 2017. SBBq, Aguas de Linddia, Sdo
Paulo (Apresentacao de Trabalho/Outra).

6.BENITES, T. A.; ZOTTIS, A.; MARCHETTO, R.; SANCHES, B. C. P. Study of
computacional mutations to increase ParD antitoxin affinity. 2017. SBBq, Aguas de

Lindéia, Sao Paulo (Apresentacao de Trabalho/Outra).

7. SANCHES, B. C. P.; Ceccato-Antonini, S. R. ; BASSI, A. P. Efeito da concentra¢ao de
agucar e nitrato sobre a producao de etanol e acido por linhagens de Dekkera bruxellensis
em culturas submetidas a diferentes velocidades de agitacdao. 2015. CIC, Sao Carlos

(Apresentagdo de Trabalho/Simp06sio).

8. SANCHES, B. C. P,; BASSI, A. P.; Ceccato-Antonini, S. R. Cell growth and alcohol
production is differently dependent on the level of agitation and glucose concentration in
Dekkera bruxellensis. In: International Union of Microbiological Societies, 2014,
Montréal. Cell growth and alcohol production is differently dependent on the level of
agitation and glucose concentration in Dekkera bruxellensis, 2014. ITUMS, Québec,

Canada (Apresentacao de Trabalho/Outra).




Xl

Participagdo em eventos cientificos:

e From gene to trait. UNICAMP. 2023 (Curso);

e First integrated school of metabolomics, UNESP. 2023 (Curso);

e Sociedade Brasileira de Genética — SBG, Natal. 2023 (Congresso);

e VIl Rotas Tecnoldgicas da Biotecnologia. Parque Supera. 2018 (Evento);

e 46° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular.
2018 (SBBq — Congresso);

e VIl Congresso Farmacéutico da UNESP. 2017 (Congresso);

e Workshop de Caracterizacdo de Macromoléculas com Foco em Estabilidade
Estrutural e Afinidade de Interagcdes, com Uso de nanoDSF e Termoforese em
Microescala (CNPEM). 2016 (Curso);

e Four Biotec: Quatro Dias pela Biotecnologia. UFSCar. 2016. (Outra);

e SINAFERM. 2015. (Simpésio);

¢ International Union of Microbiological Societies Congresses. 2014. (Congresso);

e Simposio de Biotecnologia Forense. 2014. (Simpdsio);

e Terra e Alimentos. 2014. (Simp6sio);

e SMA - Simposio de Microbiologia Aplicada. UNESP, Rio Claro. 2013

(Simposio).



Xl

A meus pais, Isabel e Luiz Claudio, que nunca mediram esforgos
para me auxiliar nesta caminhada.

A meu irmao, Bernardo, que sempre me guiou e

me ajudou a seguir em frente.

Vocés sao a razao da minha vida,

Amo muito voceés!



X

AGRADECIMENTOS
Agradeco primeiramente a Deus, pela forga e perseveranga concedida.

Aos meus pais: Isabel e Luiz Claudio, meu irmao: Bernardo. Os grandes amores da minha
vida, muito obrigada pelo enorme amor, apoio, carinho e paciéncia que sempre tiveram
comigo. Obrigada por acreditarem em mim quando eu ndo acreditei. Amo vocés demais!

Ao meu namorado: Tulio. Muito obrigada por me acalmar nos dias dificeis e me mostrar
que logo tudo iria se ajeitar.

Ao meu cachorro: Thor, que foi o personagem principal de muitas conversas com meus
amigos de trabalho. Ser recebida com tanto amor e lambeijos sempre tornou meus dias
melhores.

Aos meus familiares, Tio Pedro, Tio Egidio e Tia Sonia pela ajuda de sempre.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Nelson Arno Wulff pela oportunidade de realizar o presente
trabalho, por ter me acolhido no FUNDECITRUS, pela paciéncia, disposi¢do e
conhecimentos a mim concedidos durante esses anos. Seu profissionalismo e inteligéncia
s30 uma inspira¢ao para mim.

Ao Prof. Dr. Reinaldo Marchetto por ter colaborado conosco durante todos esses anos,
além de estar sempre presente para me motivar e passar seus valiosos conhecimentos. Sua
inteligéncia, personalidade e amor pela pesquisa e ciéncia sdo uma inspiragdo para mim.

Aos meus grandes amigos do Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica -
UNESP: Gabi, Nai, Greg e Fauller. Muito obrigada por sempre ouvirem meus desabafos
e ajudarem em tudo que precisava, especialmente pelos cafés da tarde e idas aos
barzinhos. Vocés foram essenciais nessa caminhada. Vocé€s sao muito, muuito queridos!!

As minhas amigas queridas do FUNDECITRUS: Josi, Monica, Michele, Helo Tati, Tami.
Cada troca de experiéncia que tivemos me fez uma profissional e uma pessoa mais
completa e mais feliz. Obrigada, girls, pelos cafezinhos e barzinhos onde vivemos tantos
momentos gostosos. Ter vocés nos meus dias ¢ maravilhoso!

Ao amigo Jaci, que sempre me ajudou muito € me incentivou nessa caminhada. Muito
obrigada pela amizade! Vocé ¢ uma inspiragdo de pessoa, cientista e profissional.

A amiga Elaine, que sempre me ajudou muito no Laboratorio, dando seus ‘pitacos de
exceléncia’ para sempre melhorar os resultados obtidos e dar conselhos da vida. Muito
obrigada pela parceria!

A Prof. Dr. Eliane, que organizava os Seminarios Internos do FUNDECITRUS. Os temas
eram muito produtivos e enriqueceram muito meus conhecimentos. Obrigada pela
generosidade.

Ao Prof. Dr. Franklin Behlau, que sempre me ajudou muito na condugdo dos
experimentos e sempre que pode, me ajudou com muitos conselhos ou estratégias
cientificas. Obrigada pela generosidade.

Ao Prof. Dr. Juan Cifuentes que me ajudou a conduzir os ensaios de ontogenia e sempre
esclareceu todas as minhas variadas duvidas, rsrs. Muito obrigada pela paciéncia e
amizade!

Muito obrigada a todos os pesquisadores do FUNDECITRUS: Monica Alves, Eliane
Localli, Renato Bassanezi, Marcelo Miranda, Geraldo Silva, Eduardo Girardi, Silvio



XV

Lopes, Haroldo Volpe, Juan Cifuentes e Rodrigo Fachini. Obrigada por sempre me
ensinarem tanto e confiarem em mim.

Aos técnicos do FUNDECIRUS: Alf, Jean, Sidnei, Deividson, Dani. Muito obrigada por
todas as amostras que vocé€s processaram e analisaram para mim, quando eu ja estava sem
tempo para analisar. Parabéns por serem profissionais tdo dedicados.

A Talita e Mateuzinho: muito obrigada por cada ajuda na coleta dos materiais e preparo
para novos experimentos. A ajuda de vocés sempre foi um misto de muito trabalho e 6tima
companbhia.

Aos amigos do Lab. de Ecotoxicologia e Quimica Comportamental do FUNDECITRUS:
muito obrigada Tati, Rejane, Michele, Eder e Haroldo por disponibilizarem as salas para
que eu pudesse conduzir alguns experimentos. A ajuda de vocés foi essencial.

Aos amigos da salinha de po6s-docs, Isabela, Rafaelle, Wellington, Deived e Fernando.
Muito obrigada pelas trocas de ideias e conversas.

Aos funciondrios da estufa do FUNDECITRUS: Rogerinho, Z¢ Luiz e Miguel, Eliabe e
Anélio. Muito obrigada por cuidarem tdo bem das minhas plantinhas. Ao André, por toda
organizacao das estufas, facilitando muito nosso trabalho.

As funcionarias da limpeza FUNDECITRUS: Jozi e Jane, muito obrigada por toda ajuda
e carinho.

Aos amigos do Laboratorio de Microbiologia Industrial da UNESP de Rio Claro.

Aos professores Henrique Ferreira, Elliot Kitajima e ao pés-doc Crusca: muito obrigada
pelo apoio com os experimentos conduzidos.

As minhas amigas de infancia e da vida Cat, Vivi, Lalis, Gabi por todo apoio e por
acompanharem de perto essa ‘saga do doutorado da Bia’. Vocés sdo maravilhosas e me
conhecem como ninguém.

A todos os funciondrios da Secao Técnica da Pos Graduagao — 1Q, UNESP, especialmente
a Maria Isabel Uhtman, Pedro Pedro e Wennia Limonti. Ao funcionario do STAEPE,
Jardel Sotrotti, que me ajudou muito no momento da defesa do doutorado.

A todos os funcionarios do Administrativo e RH do FUNDECITRUS.

Ao FUNDECITRUS, pela oportunidade e disponibilidade de uso dos Laboratorios. Foi
uma oportunidade profissional muito importante. Com certeza aprendi demais nessa
vivéncia no ‘mundo corporativo’, como eu gostava de falar.

Ao FUNDECITRUS e FUNDAG pelos financiamentos dos Congressos Cientificos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001



XV

Para pequenas criaturas como nos,
a vastidao ¢ suportavel somente através do amor.

(Carl Sagan)



XVI

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



XXI

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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pumol.L!. No tempo de 1 minuto foi acrescido o peptideo na concentragdo teste ao sistema
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
Figura 11. Micrografias da morfologia da bactéria Lcr apos exposicdo aos peptideos
Guavanin-2, Gr01, K13 e Lin3 [100 umol.L™!], sob forca de aceleragdo de 200Kv no
microscopio eletronico de transmissdo. C-: controle negativo.........c.ccevveivireciieiennnn, 74
Figura 12. A) Reducao da severidade de sintomas de cancro citrico em folhas de ‘Pera’
x ‘Cravo’ apos tratamento com solu¢do aquosa dos peptideos GrO1, Lin-3, Guavanin-2 e
K-13 (100 umol.L") e cobre (0,6 gL' cobre metilico) em relagio aos sintomas
desenvolvidos nas plantas sem tratamentos (porcentagem média de redu¢do no nimero
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
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 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.
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 mintsculas diferentes indicam que houve diferenca significativa entre
os tratamentos para o mesmo dia, avaliados pelo teste de Tuckey (P<0,05)................ 77
Figura 14. Nivel de expressdao do gene A) NPR1, B) BSMTI1, C) PR2, D) LOX em
plantulas de laranja doce ‘Pera’ tratados com os peptideos [100 umol.L'] BP178, Gr01,
Guavanin-2, K13 e Lin3 e [16 pmol.L™] dos peptideos HLBO1 e HLBO02 nos tempos de
6 e 22 dias apos a inoculagdo de Las via psilideo. A expressao relativa foi analisada por
RT-gqPCR usando o método AACt e normalizada com os enddgenos Actina e GAPC2.
Controle negativo (Agua): plantulas de ‘Pera’ tratadas com 4gua 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 minusculas diferentes indicam que houve diferenca
significativa entre os tratamentos para o mesmo dia, avaliados pelo teste de Tuckey
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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).
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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



38

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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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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