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(57) Resumo: METODO PARA IDENTIFICAGAO DE PEPTIDEOS,
POLINUCLEOTIDEO, VETOR RECOMBINANTE, CELULA, PLANTA
E METODOS PARA SELECAO DE PEPTIDEOS E PARA CONFERIR
EM UMA PLANTA A CAPACIDADE DE RESISTIR A INFECGCAO
CAUSADA POR FUNGOS. A presente invencéo refere-se a um
método para a identificacdo de peptideos tendo uma afinidade para a
superficie de fungos é provido, sendo este um método para
identificagéo de peptideos capazes de afetar o desenvolvimento de um
fungo. Também sdo providas composi¢des compreendendo peptideos
identificados usando-se o método da presente invengéo. Em adigéo,
polinucleotideos isolados, vetores, cassetes de expressdo e células
transformadas, capazes de expressar peptideos identificados pelo
método da presente invengéo, séo providos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO
PARA IDENTIFICAGAO DE PEPTIDEOS, POLINUCLEOTIDEO, VETOR
RECOMBINANTE, CELULA, PLANTA E METODOS PARA SELECAO DE
PEPTIDEOS E PARA CONFERIR EM UMA PLANTA A CAPACIDADE DE
RESISTIR A INFECCAO CAUSADA POR FUNGOS".
Pedidos d.e Patente Relacionados

Este pedido_ de patente é Uma continuagdo em pérte do Pedido
de Patente dos Estados Unidos NUmero de Série 09/829.549, depositado em
10 de abril de 2001, que reivindica o beneficio de prioridade do Pedido de
Patente Provisério dos Estados Unidos Numero de Série 60/195.785, depo-
sitado em 10 de abril de 2000. Este pedido também reivindica beneficio do
Pedido de Patente Provisério dos Estados Unidos 60/704.933, depositado
em 2 de agosto de 2005. Todos os pedidos antes mencionados sao aqui

incorporados por referéncia.

Listagem de Sequéncia

Este pedido de patente é acompanhado por uma listagem de
sequéncia em unﬁa forma legivel de computador que reproduz precisamente' .
as sequiéncias aqui descritas. |
Antecedentes

A presente invengdo refere-se ao uso de tecnologia de apresen-

tacao de fago para identificar peptideos que se ligam a fungos patogénicos
e, mais particularmente, a fungos patogénicos do género Phytophthora,
Phakopsora e Uromyces. Bibliotecas de apresentacao de fagos de peptideos
aleatorios sao éonstruidas usando-se oligonucleotideos degenerados. O fa-
go que expressa os peptideos em sua superficie sdo contactados com fun-
gos em diferentes estégios de vida, e aqueles fagos que se ligam sao isola-
dos, amplificados, e os peptideos identificados. Uma vez identificados, os
peptideos podem ser selecionados para atividade antifungal e usados para
identificar e caracterizar locais de ligagao nos fungos.

' Phytophthora é um organismo que causa ddenga economica-
mente importante nos Estados Unidos que causa grandes perdas em muitas
espécies de colheita agronomicamente importahtes. Phytophthora sojae é a

segunda patogenia mais importante de sojas nos Estados Unidos. (Doupnik,
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Plant Dis. 77:1170-1171). Phytophthora capsici tem uma ampla faixa de
hospedeiro, e limitam mais notavelmente a produgdo de alto valor, colheitas
de verdura solanacea. O controle destas patogenias é particularmente dificil,
freqlientemente requerendo tratamento de campos totais com compostos
biocidas. Embora eficaz, o interesse aumentado sobre o ambiente e custos
econdmicos de tais tratamentos requerem a necessidade de métodos de
controle alternativos.

As espécies Phytophthora sdo parasitas forgados adaptados a
sobrevivéncia de longo tempo na auséncia de plantas hospedeiras. 'OéSpo-
ros ou quelamidoesporos existem em baixas densidades no solo, e capaci-
tam & sobrevivéncia da patogenia. Na presenca de uma planta susceptivel, a
patogenia progride rapidamente através de uma série de etapas de desen-
volvimento finamente ajustadas que produzem ciclos de infeccdo e doenga.
O desenvolvimento de patogenia de odsporos ou quelamidoesporos atraves
de liberagdo de zodsporo, enquistamento, germinagéo e infeccdo, parece
seguir corretamente & primeira vista. Ainda, a progressdo de estagios de
vida é finamente ajustada a sinais ambientais, particularmente aqueles sinais .
provenientes de uma planta hospedeira. '

_ Zoosporos é o estagio de vida de maior importancia para disper-
séo a locais de infecgéo de raiz. Um local mais susceptivel esté localizado
imediatamente atras dovmeristema apical da raiz onde as células estdo se
alongahdo. Os exsudatos liberados de células de alongamento servem como
sinais que dirigem movimento quimiotatico de zodsporos em dire¢do ao local
(Car]ile, ‘'em Phytophthora: Its Biology, Taxonomy, Ecology and Pathology,
Erwin et al., eds., APS Press, 1983; Deacon and Donaldson, Mycol. Res.

97:1153-1171, 1993). A resposta quimiotatica do zodsporo varia com a com-

_posigédo de exsudatos de raiz, e é especifica de espécie. Por exemplo, zo6s-

poros de P. capsici, P. cactorum, e outras espécies sao atraidas a um arran-
jo de acucares e aminoacidos (Hickman, Phytopathology, 60:1128-1135,
1970; Khew and Zentmyer, Phytopathology, 63:1511-1517, 1973), mas zo-
ésporos de P. sojae sdo atraidos a compostos isoflandides especificos (Nor-
ris et al., Plant Physiol., 117:1171-1 178, 1998). Embora 0 mecanismo preci-



10

15

20

25

30

so de quimioatraigdo ndo seja conhecido, Deacon and Donaldson (Mycol.
Res., 97:1153-1171, 1993) e Carlile (em Phytophthora: Its Biology, Taxo-
nomy, Ecology and Pathology, Erwin et al., eds., APS Press, 1983) resumiu
experimentos que sugerem o envolvimento de quimiorreceptores na superfi-
cie do zoésporo.. |

Os zod6sporos enc'istam-sé a medida que eles se aproximam da
superficie da raiz em resposta aos sinais ambientais. O encistamento de zo- |
ésporos de P. palmivora e outra espécie Phytophthora, por exemplo, pode
ser influenciado pelas concehtragées de ion de célcio local (Griffith et al.,
Arch. Microbiol., 149:565-571, 1988; Warburton and Deacon, Funga[ Gene-
tics Biol., 25:54-62, 1998). O encistamento pode também ser induzido pelé
alta concentragdo de quimio-atraidores ou por cofnponentes de parede de
célula de raiz. Por exemplo, os zodsporos de P. sojae encistam-se na pre-
seng¢a de altas concentragées de compostos isoflavonoides de soj'a (Morris
and Ward, Physiol. Mol. Plant Pathol., 40:17-22, 1992). Em contraste, zo6s-
poros de Pythium aphanidermatum encistados quando em contato com resi-
duos de fucosil e galactosil de superficies de célula de raizes de agriao
(Longman and Callow, Physiol. Mol. Plant Pathol., 30:139-1‘50, 1987; Estra-
da-Garcia et al., J. Exp. Bot. 41:693-699, 1990). Deacon and Donaldson
(Mycol. Res., 97:1153-1171, 1993) notaram que o encistamento na presenca
de altas concentragdes de atraidores seria pernicioso a infecgao potencial, e,
desse modo, "selecionado contra o tempo. Eles sugerem, contudo, que atrai-
dores na superficie da raiz podem ser suficientemente concentrados para
predisporem zoOsporos para encistar apéé contato com residuos de superfi-
cie de raiz.

Quando em contato com uma kaiz, 0s zoOsporos encistam-se
com uma orientacéo especifica de modo que um tubo de germe emerge em
dire¢do a raiz. Se os zodsporos encistam-se antes do contato com a raiz, 0s
tubos de germe emergirdo em qualquer orientagdo, e devem reorientar de
modo a localizar a raiz, e infectar a planta. Os receptores de superficie de
célula no tubo de germe sdo pensados serem envolvidos neste processo de
orientacdo de raiz. Morri et al., (Plant Physiol., 117:1171-1178, 1998), por
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exemplo, demonstraram uma resposta orientada de crescimento de cisto
recentemente germinado de P. sojae para concentragbes nao-toxicas baixas
de compostos isoflavondides derivados de soja. Zentmyer (Science,
133:1595-1596, 1091) reportou orientagéo hifal de P. cinnamomi em diregao
as raizes de hospedeiro, mas a natureza do(s) composto(s) atraidor(es) nao
foi definida. .

~ Apbs infecgdo, o hifal cresce através de tecido de planta interce-
lularmente e/ou intracelularmente, dependendo da espécie de patogeni"a
(Stossel et al., Can, J. Bot, 58:2594-2601, 1980; Coffey and Wilson, em
Phytophthora: Its Biology, Taxonomy, Ecology and Pathology, Erwin et al.,
APS Press, 1983; Enkerli et al., Can, J. Bot., 75:1493-1508, 1997, Hardhan
and Mitchell, 'Fungal Gen. Biol., 24:252-284, 1998; Murdoch and Hardham,
Protoplasma, 201:180-193, 1998). Haustoria sao formadas por algumas es-
pécies Phytophthora, incluindo P. infestans (Coffey and Wilson, em Phytoph- |
thora: Its Biology, Taxonomy, Ecology and Pathology, Erwin et al., eds., APS
Press, 1983), P. capsici (Jones et al., Phytopathology, 64:1084-1090, 1974),
e P. sojae (Stéssél et al., Can. J. Bot., 58:2594-2601, 1980). Ambos hifals e
haustoria estabelecem contato estreito com as paredes e membranas de
celula de hospedeiro. Presumivelmente, os receptores de superficie de célu-
la na detecgéo de sinais de planta, embora evidéncia direta esteja carecen-
do. A evidéncia indireta de receptores de superficie de célula vem de obser-
vacdes tais como a ocorréncia de vesiculas na porgao distal de haustoria
(Coffey and Wilson, em Phytophthora: Its Biology, Taxonomy, Ecology and
Pathology, Erwin et al., eds., APS Press, 1983). Heath (Can. J. Bot., 73
(Sup>pl.);S131-S139, 1995) discutiu os eventos possiveis de crescimento de

ponta de hifals fungais envolvendo comunicagdo com o ambiente circundan-

‘te, via canal de ion e fungdes de vesicula.

Conforme discutido acima, a evidéncia aponta para a proemi-
néncia de receptores deA superficie celular em disparo comportamental e e-
tapas de desenvolvimento de Phytophthora. Os receptores de superficie de
células, portanto, podem proporcionar um meio para romper desenvolvimen-

to de patogenia e, desse modo, infectividade. Retardo ou rompimento de
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desenvolvimento pode ter um impacto substancial, visto que os zodsporos
tém somente um tempo limitado para localizar, contactar, e penetrar um local
de infeccdo que esta efetivamente se movendo com o crescimento ,d‘a ponta
da raiz. Esta limitagdo de tempo resulta a partir da susceptibilidade de mu-
danga dos tecidos de raiz, visto que conforme os tecidos na regido de alon-
gamento maturam, eles se tornam sighificantemente susceptiveis a infecgdo
(English and Mitchel, Phytopathology, 78:1478-1483, 1988).

"Fago de fuséo" sdo vetores bacteri(’)fégos filamentosos nos
quais peptideos estranhos e'protel’nés sdo clonados em um gene de reves-
timento de fago e revelados como parte de uma proteina de revestimento de
fago. Os genes de revestimento comumente usados para a produgao de fa-
go de fusdo sdo os gene pVlll e gene pilll. Cerca. de 3900 copias de pVll |
compdem a porgdo maior do revestimento de proteina de virion tubUIar. Ca-
da proteina de revestimento pVIIl ocorre em um angulo raso ao eixo longitu-
dinal do virion, com seu terminal-C enterrado no interior perto do DNA, e seu.
terminal-N exposto ao ambiente externo. Cinco cépias da proteina de reves-
timento plll estdo localizadas na extremidade terminal de cada virion, e estao
envolvidas na fixagdo do fago para plll de E. coli, e para reégrupamento do
virus ap6s infecgdo e replicagdo. Os peptideos revelados como parte de pVI-
Il estéo restritos na matriz de sua reprodugao no revestimentovde virion. Em
contraste, os peptideos revelados como parte de plll sdo mais flexiveis devi-
do & posi¢édo terminal das proteinas plll. Fago especifico pode ser construido
para revelar peptideos de seis a 15 aminos acidos em comprimento. A inser-
¢do de oligonucleotideos aleatérios ou degenerados nos genes de proteina
de revestimento permite a produgdo de bibliotecas de peptideo aleatérias
reveladas por fago. Uma biblioteca de revelagéo tipica contém 10 a 100 co-
pias a mais de 108 peptideos de sequiéncia aleatéria. Desse modo,'a revela--
¢do do fago é Util para selegdo de peptideos raros com caracteristicas de
ligacao desejadas.

As bibliotecas de peptideo aleatérias preparadas por fago tém
sido usadas para isolamento de ligantes para receptores de superficie de

célula em células de mamiferos. Por exemplo, os peptideos tém sido isola-
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dos de bibliotecas preparadas por fago que ligam as glicoproteinas integrin
de transmembrana envolvidas na matriz extracelular de célula e interagoes
célula-célula (O’Neil et al., Proteins, 14:509-515, 1992; Smith et al., J. Biol.
Chem., 269-32788-32795, 1994; Healy et al., Biochemistry, 34:3948-3955,
1995). O fago preparou peptideos de adesdo de célula especificamente blo-
queados para moléculas extracelulares definidas, e outras células (Koivunen
etal, J Biol. Chem., 268:20205-20210, 1993; Koivunen et al., J. Cell Biol.,
124:373-380, 1994, Héaly et al., BioChemistry, 34:3948-3955, 1995; Pasqua--
lini et al., Nature Biotech, 15: 542-547, 1997). Bibliotecas de peptl'deo'por

preparacdo aleatéria de fago tém também sido usadas para selecionar pep-

" tideos que se distinguem entre tecidos de cérebro e de rim (Pasqualini e Ru-

oslahti, Nature, 380: 364-366, 1996). Sele¢do de afinidade in vivo de pepti-
deos aleatdrios preparados por fago tem também sido usada para selecionar
peptideos que ligam seletividade a céIulas endoteliais de vasos sangliineos |
de tecidos de tumor especificos (Pasqualini et al., Nature Biotech, 15: 542-
547, 1997). Quando estes peptideos foram fundidos em um farmaco anti-
cancer e injetados em camundongos que suportam tumor, os peptideos a-
tingem com sucesso o farmaco para vasos sanguineos de tumor, e impedem
o desenvolvimento progressivo do tumor (Arap et al., Science, 279: 377-380,
1998). |

| Os métodos de preparacdo de fago tém sido aplicados em pato-
genia de planta em somente circunstancias muito limitadas. Os métodos de
preparacdo de fago tém sido usados quase exclusivamente para identificar
anticorpos para diagnose de virus de planta (Susi et al., Phytopathology,
88:230-,233; 1998; Ziegler et al., Phytopathology, 88:1302-1305, 1998; Griep
et al., J. Plant Pathol., 105:147-156 1999; Toth et al., Phytopathology,

189:1015-1021, 1999). A preparagdo de fago foi usada em um exemplo sim-

ples para selecionar anticorpos com afinidade a epitopos de superficie ex-
posta em cisto recentemente germinado e esporos de Phytophthora infes-
tans (Gough et al., J. Immunol. Methods, 228:97-108, 1999). Fragmentos de
anticorpo de fragmento variavel (Fv) de cadeia simples de fago isolado pre-

parado ndo foram acessados para sua poténcia para influenciar 0 compor-
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tamento de esporos ou cistos recentemente germinados. Os anticorpos fo-
ram testados para sua atividade antifungal com esporéangio, mas foram veri-
ficados terem atividade antifungal ndo-detectavel. |

Phakopsora pachyrhizi ¢ um fungo que causa uma doenca de
ferrugem de sojé (Glycines Max). A patogenia se difundiu da Asia para todas
as outras regides de produgéo de sojé no mundo. P. pachyrhizi chegou aos
Estados Unidos durante o final de 2004. No presente, nao é conhecida resis-
téncia duravel disponivel em quaisquer variedades de soja. Uromyces ap-
pendiculatus é um fungo que causa ferrugem no feijdo (Phaseolus vulgaris).
Os produtores estdo trabalhando para identificar genes no feijao que .podem .
ser manipulados para resisténcia a ferrugem. Os produtores de soja dos EsQ
tados Unidos tém antecipado a chegada de Phakopsora pachyrhizi, b fungo
que causa ferrugem a soja, visto sua ocorréncia reportada no Brasi.l. A che-.
gada de P. pachyrhizi nos Estados Unidos foi antecipada, e os fazendeiros
devem agora responder a ocorréncia anual potencial desta nova doenga. Os
fazendeiros interessados tém se baseado nos r_elatérios de perdas que vari-
am de 10 a 80% em outras regides do mundo quando medi¢des de controle
nao foram implementadas com sucesso. | ,

Os produtores de soja foram concernidos porque resisténcia na-
tural ndo-duravel a ferrugem foi descoberta apos testar mais do que 18.000
variedades de soja dos Estados Unidos, e a patogenia, P. pachyrhizi pode
infectar potencialmente qualquer cultivar produzido. Na antecipagéo da che-’
gada da patogenia de ferrugem, uma grande quantidade de pesquisa foi
conduzida para identificar fungicidas eficazes, e liberagdo governamental de
emergéncia para aplicagdo a soja foi obtida. Sele¢do tradicional e métodos
de produgédo tém identificado genes de resisténcia ndo maior as patogenias
antes mencionadas, e, particularmente, no caso de U. appendicu/atus e P.
pachyrhizi.

Os fungicidas, do mesmo modo, serdo a linha de frente de defe-
sa por muitos anos até que novos genes de resisténcia ou outras formas de
resisténcia sejam identificados. ,

Os fungiéidas ndo tém sido tradicionalmente usados em muita
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producdo de soja. Consequientemente, existe informagao limitada concer-
nente aos custos desta pratica de: controle de doenga e sua viabilidade i-
gualmente econdmica. Estes interesses tém conduzido a estimativas varia-
veis da area medida em acres no Missouri e outros estados que podem ser’
alterados de sbja para colheitas alternativas. '

Para proteger os fazendeiros de soja e assegurar que encontrem-
as necessidades nacionais, alternativas a fungicidas devem ser desenvolvi-
das o mais rapidamente possivel. Esta descricdo proporciona um novo tip"o.-
de resisténcia a ferrugem baseada em biotecnologia. A tecnologia envolve o
desenvolvimento e desdobramento de peptideos de defesa em plantas
transgénicas, tais como sojas. A tecnologia similarmente impacta patogenia
de ferrugem de soja de campo importante (Phaseolus vulgaris), Uromyces
appendiculatus.

Como fungos de indugdo de ferrugem, U. appendiculatus e P. |
pachyrhizi pertencem a ordem Uredinales, dentro da classe Basidiomycetes.
U. appendiculatus produz cinco estagios de esporos em uma planta de hos-:
pedeiro simples.'P. pachyrhizi reproduz predominantemente por uredoespo-
ros em uma planta de hospedeiro simples. Uredoesporos sao responsaveis
pela difusdo rapida do fungo. P. pachyrhizi pode infectar numero indetermi-
nado de espécies de Ie'gumes, em adig¢do a soja.

| Uredoesporos de U. appendiculatus penetram atraves das aber-
turas estomatais foliares. P. pachyrhizi difere em que uredoesporos germi-
nados penetram diretamente através da camada de célula epidermal da fo-
Iha. TipiCamente, um uredoesporo que se aterra em uma superficie de folha
germina para produzir uma almofada de infec¢ao (appressorium) que adere

a superficie. Em ambas as espécies, 0 appressorium produz uma hifa com

‘ponta hifal que penetra a planta. Apds penetragéo, cada fungo desenvolve

estrutura similar a rosca (hifa) que cresce intercelularmente atraves dos teci-
dos de folha. Os hifals entram nas células de hospedeiro sem maté-las. Ali,
elas produzem estruturas esféricas (haustoria) que extraem nutrientes a par-
tir das células de folha vivas. Logo apds, a infecgdo de cada fungo forma

uredia que produz esporos adicionais.
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As bibliotecas de preparagédo de fago combinatoriais proporcio-
nam uma vasta ordem de péptl’deos aleatdrios dos quais selecionam ligantes
dirigidos a proteinas de interesse (O’Neil et al., 1992). As bibliotecas de pep-
tideo de preparagéo de fago sdo misturas de clones de fago filamentosos,
cada um dos quéis revelando uma sequéncia de peptideo estranha simples
na superficie do virion (Cwerla, 1990; Scott e Smith, 1990). O peptideo reve-
lado é fisicamente ligado com seu DNA de codificagdo no genoma de fago.
Desse modo, o peptideo pode ser faciimente e rapidamente identificado, e
transferido para outros vetores ou sistemas de preparagéo. Bibliotecas tipi-
cas contém 109 variantes aleatorlas de peptideo. ' |

As bnbllotecas aleatonas de peptideo sao uteis para |solamento
de ligantes de importancia para moléculas de superhme de célula de células
de mamifero. Por exemplo, peptideos com afinidade para glicoproteinas de.
transmembrana, integris, foram isolados de bibliotecas de bioclassificagdo
contra moléculas purificadas (O’Neil et al., 1992; Smith et al., 1994; Healy et -
al., 1995). Alguns peptideos foram encontrados para bloquear a adesao de
célula para moléculas extracelulares definidas, e para outras células. A efici-
éncia de ligacdo de peptideo e inibigao foi especifica paré motivo de se-
quéncia de peptideo (Koivunen et al., 1993; Koivunen et al., 1994; Healy et
al., 1995; Pasqualini et al., 1995), e a eficiéncia de selegao foi especifica pa-
ra tecidos de érgéo particulares (Pasqualini e Ruoslahti, 1996).

O que é necessério, portanto, € um método rapido e eficiente
para selegdo de peptideos para ligagao especifica a patogenias de planta.
Uma vez identificados, os peptideos podém ser adicionalmente avaliados
por sua capacidade de impedir infec¢do de plantas pela patogenia, e pepti-
deos adequados podem ser aplicados diretamente a planta, usados para
tratar o solo, ou, alternativamente, sequéncias que codificam os beptideos
podem ser introduzidas nas plantas para conferir imunidade ou resisténcia
contra a patogenia. Dessa maneira, métodos econdémicos e ambientalmente
seguros e eficazes de controlar patogenias de planta podem ser desenvolvi-
dos.

Sumario
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A presente invengdo supera os problemas esbogados acima, e é
um avango na técnica pela provisdo de resisténcia as patogenias em plan-
tas. Em um aspecto, as sojas sdo tornadas resistentes a ferrugem de soja

onde resisténcia ndo-duravel é atualmente disponivel. Em outro exemplo, as

" mesmas técnicas gerais podem proporcionar Phaseolus vulgaris que € resis-

tente a ferrugem comum.

~ Em um exemplo, um método para identificagao de peptideos
tendo uma afinidade para a superficie de uma patogenia de planta. Nest’e'
método, uma biblioteca é construida para incluir peptideos aleatorios pela
provisdo de peptideos que codificam oligonucleotideos degenerados. Os
oligonucleotideos séo inseridos em um vetor apropriado que expressa 0Ss
peptideos codificados em sua superficie, e é capaz de transfectar uma célula
hospedeira. Uma célula hospedeira é transfectada com o vetor em uma for-
ma infecciosa para criar uma biblioteca de peptideos no vetor. O vetor que |
expressa a biblioteca de peptideo é, em seguida, contactada com uma pato-
genia-alvo, e permitida se ligar a patogenia. O vetor ndo-ligado é removido, e
o vetor que se Iigou a patogenia eluiu. O vetor eluido é, em seguida, amplifi-
cado em uma célula hospedeira adequada, e 0s oligonucleotideos inseridos
isolados. Os oligonucleotideos séo, em seguida, seqiienciados por qualquer

método adequado, e a sequéncia de aminodacido deduzida a partir da se-

quéncia dos oligonucleotideos.

Um aspecto das instrumentalidades descritas se refere a pepti-
deos, e aos meios para sua sele¢do, como nova soja e fatores de resisténcia
de feijdo. Os peptideos sdo vantajosamente identificados e selecionados
sem qualquer conhecimento de alvos de patogenicidade especificos na pa-

togenia. Desde que estes peptideos ndo ocorrem necessariamente em soja

.ou feijdo na natureza, a patogenia nao foi exposta a eles antes. Consequen- -

temente, a eficiéncia de peptideos desenvolvidos em soja e feijao pode ser
ampla através de populages de patogenia diversas, e a eficiéncia, do mes-
mo modo, sera duravel. .

Métodos tradicionais de selegao de peptideo por preparagéao de

fago sdo baseados na classificagdo de bibliotecas contra moléculas purifica-
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das de interesse especifico, por exemplo, conforme mostrado em Barbas et
al., 2001. A presente metodologia difere das técnicas anteriores, em que a
selecédo da biblioteca contra células totais ndo requer conhecimento énterior
de um alvb eSpecifico, ou altas concentragdes da molécula-alvo purificada.

Em Um aspecto de o que é mostrado, moléculas pequenas co-
nhecidas como peptideos podem prdporcionar resisténcia a ferrugem em.
plantas transformadas quando reveladas como parte de esqueleto das prote-
inas. Em um exemplo, estes peptideos podem ser selecionados de acordo
com as instrumentalidades descritas aqui pela afinidade de ligacdo para es-
truturas infectivas de cistos recentemente germinados, isto €, esporos ger- -
minados, de U. appenciculatus e P. pachyrhizi. Esta afinidade de Iigagéo.
pode inibir desenvolvimento adicional e patogénesé dos esporos. Os pepti- |
deos sdo, conseqlientemente, mostrados para inibir patogénese destes fun-
gos. Em um exemplo particular, citokinin oxidase pode ser modificada para
servir como um esqueleto da prbtél’na para preparacé@o de peptideos sele-
cionados em blantas. ' | |

Com o tempo, as populagdes de patogenia podem ser capazes
de se adaptar a presenga de um peptideo de conferéncia dé resisténcia se-
lecionada. Contudo, dada a facilidade de selegdo e classificagdo de pepti-
deo, um novo peptideo de defesa pode ser selecionado rapidamente para
encontrar o desafio de mudanga das populégées de patogenia. Vantagens
particulares das instrumentalidades descritas incluem velocidade e simplici-
dade de processo de selecéao de peptl’deo' e avaliagdo de fendtipo, a selegao
de peptideo ndo requer conhecimento de alvos de patogenicidade em uma
patogenia, uma alta percentagem de recuperacdo de peptideos eficazes,
uma capacidade de identificar rapidamente novos peptideos de defesa em
demanda, uma capacidade de desdobrar esqueletos de peptideos em teci-
dos de planta susceptiveis, e uma capacidade de modificar construtos de
esqueleto de peptideo rapidamente em demanda.

Outro aspecto proporciona uma composi¢do antifungal compre-
endendo pelo menos um peptideo selecionado a partir do grupo consistindo
em ADPPRTVST (SEQ ID NO:7), ADRPSMSPT (SEQ IDO NO:8), A-
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DITDPMGA (SEQ ID NO:20), AVGTHTPDS (SEQ ID NO:21), AVSPNVHDG
(SEQ ID NO:22), LTRCLVSTEMAARRP (SEQ ID NO:24), EFRKNYPSAA-
PLIPR (SEQ ID NO:31), LFXCYPPCTYSYCLS (SEQ ID NO:33), e AAP-
DLQDMA (SEQ ID NO:4). ~ '

Ainda outro aspecto é um nucleotideo recombinante compreen-
dendo uma sequéncia de codifica um peptideo sel_ecionado a partir do'grupo
consistindo em ADPPRTVST (SEQ ID NO:7), ADRPSMSPT (SEQ ID NO:8),
ADITDPMGA (SEQ ID NO:20), AVGTHTPDS (SEQ ID NO:21), AVSPN-
VHDG (SEQ ID NO:22), LTRCLVSTEMAARRP (SEQ ID NO:24), E-
FRKNYPSAAPLIPR (SEQ ID NO:31), LFXCYPPCTYSYCLS (SEQ ID
NO:33), e AAPDLQDAM (SEQ ID NO:4).

Ainda outro aspecto € um vetor recomblnante compreendendo
uma sequéncia de nucleotideo que codifica um peptideo selecionado a partir
do grupo consistindo em ADPPRTVST (SEQ ID NO:7), ADRPSMSPT (SEQ
ID NO:8), ADITDPMGA (SEQ ID NO:20), AVGTHTPDS (SEQ ID NO:21),
AVSPNVHDG (SEQ ID NO:22), LTRCLVSTEMAARRP (SEQ ID NO:24),
EFRKNYPSAAPLIPR (SEQ ID NO:31), LFXCYPPCTYSYCLS (SEQ ID -
NO: 33) e AAPDLQDAM (SEQ ID NO:4). '

Um outro aspecto é uma célula transformada com um vetor
compreendendo uma sequencna de nucleotideo que codifica um peptideo
selecionado a partir do grupo consistindo em ADPPRTVST (SEQ ID NO: 7),
ADRPSMSPT (SEQ ID NO:8), ADITDPMGA (SEQ ID NO:20), AVGTHTPDS
(SEQ ID NO:21), AVSPNVHDG (SEQ ID NO:22), LTRCLVSTEMAARRP
(SEQ ID NO:24), EFRKNYPSAAPLIPR (SEQ ID NO:31), LFXCYPPCTYSY-
CLS (SEQ ID NO:33), e AAPDLQDAM (SEQ ID NO:4).

Em ainda outro aspecto & provido um cassete de expressao

compreendendo como componentes operativamente ligados, um promotor; -

uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica um peptideo selecionado a partir
do grupo consistindo em ADPPRTVST (SEQ ID NO:7), ADRPSMSPT (SEQ
ID NO:8), ADITDPMGA (SEQ ID NO:20), AVGTHTPDS (SEQ ID NO:21),
AVSPNVHDG (SEQ ID NO:22), LTRCLVSTEMAARRP (SEQ ID NO:24),
EFRKNYPSAAPLIPR (SEQ ID NO:31), LFXCYPPCTYSYCLS (SEQ ID
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NO:33), e AAPDLQDAM (SEQ ID NO:4); e uma sequéncia de sinal de termi-

nagao de transcri¢éo.
‘Um aspecto adicional proporciona uma planta recombinante

compreendendo um cassete de expressdo compreendendo um promotor;

uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica um peptideo selecionado a partir

do grupo consistindo em ADPPRTVST (SEQ ID NO:7), ADRPSMSPT (SEQ
ID NO:8), ADITDPMGA (SEQ ID NO:20), AVGTHTPDS (SEQ ID NO:21),
AVSPNVHDG (SEQ ID NO:22), LTRCLVSTEMAARRP (SEQ ID NO:24),
EFRKNYPSAAPLIPR (SEQ ID NO:31), LFXCYPPCTYSYCLS (SEQ ID
NO:33), e AAPDLQDAM (SEQ ID NO:4); e uma sequéncia de sinal de termi- .
nagdo de transcrigao. | |
Outro aspecto proporciona um método para caracterizagao de
peptideos tendo uma afinidade para a superficie de patogenias de planta.
compreendendo provisao de uma biblioteca de peptideos aleatorios produzi-
dos pela provisdo de peptideos qUe codificam oligonucleotideos degenera- .
dos; insergéo’dos oligonucleotideos em um vetor apropriado que expressa
os peptideos em sua superficie e é capaz de transfectar uma célula hospe-
deira; e transfeccdo de uma célula hospedeira apropriada cbm o vetor para
amplificar o vetor em uma forma infecciosa para criar uma biblioteca de pep-
tideos no vetor. O vetor que expressa a bibliot'eca de peptideo é, em‘segui-
da, contactado com uma patogenia de planta de interesse, e o vetor permiti-
do se ligar 4 patogenia. Apés ligagdo, o vetor ndo-ligado é removido e o ve-
tor ligado eluido a partir da patogenia. O vetor eluido é amplificado em uma
célula hospedeira adequada, e 0s oIigonUcIeotl’deos inseridos nos vetores
eluidos isolados. Os peptideos codificados pelos oligonucleotideos séo, em
seguida, produzidos, contactados com as patogenias de planta de interesse,
e o efeito de infectividade observado. Em uma concretizagao, 0s oligonu-
cleotideos isolados sdo seqiienciados, as seqliéncias de aminoacido dos
peptideos deduzidas da sequéncia de nucleotideo, e os peptideos produzi-
dos pela sintese quimica. Em outra concretizacdo, os peptideos sdo produ-
zidos- pela insergé@o dos oligonucleotideos isolados em um vetor de expres-
sdo que é usado paré transformar uma célula hospedeira adequada. As cé-
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lulas hospedeiras transformadas sdo entdo mantidas sob condi¢cGes ade-
quadas para expressao dos peptideos.

Bibliotecas combinatoriais tém também sido selecionadas contra
intacto de células para recuperagdo de peptideos que se ligam a populagdes
de proteinas de superficie ndo-definidas. Os peptideos recuperados por este
tipo de selegcdo podem ser avaliados para um fenétipo de interesse. Por e-
xemplo, selecionou-se peptideos com afinidade para zo6sporos moveis da
patogenia de planta oomicete, Phytophthora. As selegbes de fendtipo prodd-:
zem uma subcolecéo de peptideos que rompe o desenvolvimento normal'por

inducdo de encistamento prematuro dos esporos (Bishop-Hurley et al.,

' 2002). Também mostrou-se que peptideos selecionados para afinidade rom-

pem o desenvolvimento de zodsporo quando preparados, ou em formato de
preparagdo de fago, ou quando sintetizados como moléculas livres (Laskey
et al., 2001; Bishop-Hurley et al., 2002). '
Breve Descricdo dos Desenhos

Estas e outras caracteristicas, aspectos, e vantagens, tornar-se-:

a0 melhores compreendidas com relagdo & seguinte descrigdo, reivindica-
¢des em anexo, e figuras acompanhantes, onde:

A figura 1 mostra a organizagéo de seqléncias de peptideo f8
em seis familias. A esquerda estdo os dendogramas e a direita estdo os no-
mes e sequéncias dos péptl’deos. ~ ' |

A figura 2 mostra encistamento de zodsporos de P. capsici em
resposta ao contato com os peptideos preparados por fago f8 indicados nas
vérias concentragdes dadas. Os valores de percentagem representam a meé-
dia de dois experimentos. A percentagem de encistamento para controle da
populagdo de zodsporo que ndo contém fago varia entre 0 € 10%.

A figura 3 mostra encistamento de zoésporos de P. capsici em :
resposta ao contato com os peptideos preparados por fago f8 e {88 indica-
dos nas varias concentragdes dadas. '

A figura 4 mostra ligagdo dos peptideos preparados por fago in-
dicados para zodsporos de P. capsici. Os valores representam a media de

trés experimentos.
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A figura 5 mostra a especificidade de ligagéo dos peptideos pre-
parados por fago indicados para P. capsici. Os valores representam a média
de trés experimentos. | |

A figura 6 é um mapa de plasmideo pJE-7. AOX-P é o promotor
de élcoél oxidasé, Mat-a é a SéqUéncia secretdria mat-a, CKX1 é a citoquina
oxidase de seqiiéncia 1, Pc87 é um peptideo exemplar, e AOX-TT é a se-
quéncia de terminag&o de alcool oxidase. Abaixo do mapa esta a seqliéncia
de filamento duplo que codifica Pc87 mostrando o filamento (+) (5" AG CTA
GCA GAT AGA CCA TCA ATG TCAVCCA ACA TAG T 3, SEQ ID NO:46), e
o filamento (-) (5 CT AGA CTA TGT TGG TGA CAT TGA TGG TCT ATC.
TGT T 3, SEQ ID NO:47).

A figura 7 mostra a sequéncia de amihoécido (SEQ ID YNO:48)
do inserto exemplar contido em pJE-7, onde os nucleotideos sublinhados
sd0 a sequéncia secretdria mat-a (clivagem pela enzima Kex2 ocorre apos a
ultima arginina sublinhada), s_eguido pela citoquina oxidase de sequéncia 1.
Os dois amindécidos sublinhados duplos (KL) foram adicionados para auxili-
ar na construgdo da proteina de fus&o. A seqléncia de aminoacido do pepti-
deo exemplar Pc87 é mostrada em tipo negrito. |

A figura 8 é um diagrama esquematico de processo mostrando .‘

um método para identificagdo de peptideos de defesa de planta que podem B

ser usados para transformar planta, e conceder resisténcia a patogenias de

ferrugem. _
~ A figura 9 mostra encistamento de zodsporos ao redor da regiao

apical de uma citoquina oxidase de secrégéo de raiz transformada (CKX)
que revela um peptideo selecionado por afinidade (esquerda), e modelo de
encistamento de zodsporo normal ao redor de uma ponta de raiz tipo selva-
gem (direita). |

A figura 10 mostra inibigdo de crescimento de cisto recentemen-
te germinado de U. appendiculatus por clone 19 de peptideo de fago sele-
cionado por afinidade (SEQ ID 50, tabela 3) (esquerda), e germinagéo e
crescimento de uredoesporo normal na presenga de biblioteca de fago nao-

selecionada (direita).
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Definicdes

"Seqliéncia de secregao" significa uma seqliéncia que direciona
secretorios recentemente sintetizados ou proteihas de membrana para e
através das membranas do reticulo endoplasmatico, ou a partir do citoplas-
ma para o periplasma através da membrana interna de bactéria, ou a partir
da matriz de mitocéndria no espago interno, ou a partir do estroma de cloro-
plastos no tilacoide. A fusao de tal sequéncia a um gene que € para ser ex-
presso em um hospedeiro heterélogd assegura secreg¢ao da proteina recorﬁ-:
binante a partir da célula hospedeira. o

"Germiling" significa um cisto recentemente germinado (5-8 ho-
ras pds-germinagao) que suporta um tubo de germe emér_gente.

"TBS" significa solugdo salina Tris-tamponada (50 mM de Tris-
HCI, pH 7,5, 150 mM de NaCl). |

Um "polinucleotideo recombinante” significa um polinucleotideo
que esta livie de uma ou ambas das sequéncias de nucleotideo que flan-
queia o polinucleotideo no genoma que ocorre naturalmente do organismo
do qual o polinudleotn’deo é derivado. O termo inclui, por exemplo, um polinu- -
cleotideo ou fragmento deste, que é incorporado em um vetor ou cassete de
expressdo; em um plasmideo ou virus que se replica autonomamente; no
DNA gendmico de um 'procariota ou eucariota; ou que existe como uma mo-
lécula separada independente de outros polinucleotideos. Ele também inclui
um polinucleotideo recombinante que é parte de um polinucieotideo hibrido,
por exemplo, uma codificagdo de uma seqléncia de polipeptideo.

"IPTG" é isopropiltiogalactoside. '

"TU" significa unidade de transdugéo.

"Tampao de NAP" é 80 mM de NaCl, 50 mM de NH4HPO,, pH
ajustado para 7,0 com NH4OH. ' |

"NZY-1c" é um meio de crescimento bacterial contendo 1% de
NZ amina A (um meio tipo typtone; Humko-Sheffield Chemical, Norwich,
N.Y), 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, pH 7,0 ajustado com Na-

OH.
"PCR" significa reagao em cadeia de polimerase.
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- Conforme aqui usado, "polinuclectideo” e "oligonucleotideo” sao

usados intercambeavelmente, e se referem a uma forma polimérica (2 ou

mais mondmeros) de nucleotideos de qualquer cdmprimento, ou ribonucleo-
tideos ou deoxirribonucleotideos. Embora os nucleotideos sejam usualmente:
unidos pdr ligacdes de fosfodiéster, o termo também inclui nucleotideos po-
liméricos contendo ligagdes de suporte de amida neural compostas de uni-
dades de aminoetil glicina. Este termo se refere somente a estrutura primaria
da molécula. Desse modo, este termo inclui DNA ou RNA de filamento duplb.
e simples. Ele também inclui tipos conhecidos de modificagoes, por exemplo,
etiquetas, metilagdo, "capas", substituigdo de um ou mais dos nucleotideos
que ocorrem naturalmente com um analogo, modificagoes de internucleoti-
deo, tais como, por exemplo, aqueles com ligagdes ndo-carregadas (por e-
xemplo, fosfonatos de metila, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos,

etc), aqueles contendo porgbes pendentes, tais como, por exemplo, protei- |
nas (incluindo, por exemplo, nucleases, toxinas, anticorpos, peptideos de
sinal, poli-L-lisina, etc), aqueles com intercalantes (por exemplo, acridina,
psoralen, etc), aqueles contendo que‘lantes (por exemplo, metais, metais
radioativos, boro, metais oxidativos, etc), aqueles contendo alquilantes, a-
queles com ligacdes modificadas (por exemplo, &cidos nucléicos alfa anomé-
ricos, etc), bem como formas nao- -modificadas do pollnucleotldeo Os polinu-
cleotndeos incluem ambas as cepas de sentido e anti- sentido.

"Sequencna" significa a ordem linear na qual monémeros ocor-
rem em um polimero, por exemplo, a ordem de amino&cidos em um polipep-
tideo, ou a ordem de nucleotideos em um polinucleotideo.

"Peptideo”, "Proteina" e "Polipeptideo” sdo usados intercambea-

velmente, e significam um composto que consiste em dois ou mais aminoa-

_cidos que sdo ligados por meio de ligagoes de peptl’deo.

"Proteina recombinante” significa que a proteina, se compreen-
dendo uma sequéncia de aminodcido primaria nativa ou mutante, é obtida
por expressdo de um gene transportado por uma molécula de DNA recombi-
nante em uma célula outra que a célula na qual este gene e/ou proteina é

naturalmente encontrado. Em outras palavras, o0 gene é heterélogo ao hos-
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pedeiro no qual ele é expresso. Deve ser notado que qualquer alteracao de
um gene, incluindo a adigado de um polinucleotideo que codifica uma por¢ao
de purificacao de afinidade, produz este gene nao-natural para a proposta
desta definigdo, e, desse modo, este gene ndo pode ser "naturalmente” en-
contrado em qualquer célula. ,

Um "peptideo néo-imunoglobulinico" significa um peptideo que
ndo é uma imunoglobulina, uma regido reconhecida de uma imunoglobulina,
ou contém uma regido de uma imunoglobulina. Por exemplo, uma regiao
variavel de cadeia simples de uma imunoglobulina seria excluida desta defi-
ni¢ao.. ,
"Substancialmente puro" ou "substancialmente purificado" signi-
fica que a substancia esta livre de outras proteinas contaminantes; acidos
nucléicos, e outros biolégicos derivados a partir do organismo fonte original.
A pureza pode ser ensaiada por métodos padréo, e ordinariamente serao
pelo menos cerca de 40% puro, mais ordinariamente pelo menos cerca de
50% puro, géralmente pelo menos cerca de 60% puro, mais geralmente or-
dinariamente pelo menos cerca de 70% puro, freqlientemente pelo menos
cerca de 75% puro, mais freqlientemente pelo menos cerca de 80% puro,
tipicamente pelo menos cerca de 85% puro, mais tipicamente pelo menos
cerca de 90% puro, preferivelmente pelo menos cerca de 95% puro, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 98% puro, e em concretizacdes ainda
mais preferidas, pelo menos cerca de 99% puro. A andlise pode ser em per-
centagem em peso e molar, avaliada, pdr exemplo, por espectrofotometria
de manchamento de gel, ou etiquetagao terminal, etc.

Descricao Detalhada

A seguinte descricdo detalhada é provida para auxiliar aqueles
versados na técnica na pratica das presentes instrumentalidades. Ainda as-
sim, esta descrigdo detalhada ndo deve ser construida para limitar indevi-
damente a presente invengao, visto que modificagdes e variagdes nas con-
cretizacbes aqui discutidas podem ser feitas por aqueles versados na técni-
ca sem fugir do espirito ou escopo da presente invengao.

Todas as publicagbes, patentes, pedidos de patente, base de
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dados e outras referéncias citadas neste pedido de patente, s&o aqui incor-
porados por referéncia em sua totalidade, como se cada publicagao indivi-
dual, patente, pedido de patente, base de dados, ou outra referéncia fossem
especifica e individualmente indicados para serem incorporados por referén-
cia. '

Existe um interesse crescente entre 0s produtores de soja que
P. pachyrhizi, a causa de ferrugem de soja, entre e se difunda através das
areas de producdo norte americanas no futuro proximo. O interesse ocorr’e’
de estimativas de perda,de colheita de mais do que 50% em algumas régi-
des do mundo. Interesses a cerca desta doenga tém aumentado com a re-
cente descoberta do fungo de ferrugem no Brasil acima de 5 graus de latitu-
de norte. E, do mesmo modo, que no futuro préximo, os esporos de P. pach-
yrhizi serdo conduzidos pelos ventos que prevalecem em dire¢ao ao norte
nos Estados Unidos (Rizvi, 2004). Devido a existirem genes de resisténcia a |
doenga conhecidos eficazes contra ferrugem, os planos de controle de do-
enca atuais estdo nas aplicagdes repetidas de fungicida protetor, a revelagao
abaixo propor'cio‘nando uma opgao adicional, que é usar novas tecnologias -
de peptideo para identificar e distribuir peptideos de defesa que se ligam as
estruturas infectivas de P. pachurhizi e patogenias de ferrugem relacionadas
para parar o desenvolvimento da ferrugem. Os peptideos de defesa podem
ser designados para eprresséo em plantas e distribuidos em locais de infec- ‘
¢do e colonizagdo de patogenia. Planta, tal como soja e feijao de campo,
pode ser projetada para expressar estes peptideos para produzir linhas de
plant_as que sdo unicamente resistentes a ferrugem.

Um programa de desenvolvimento, consequientemente, identifica

peptideos que se ligam a esporos de P. pachurhizi infectivos e cistos recen-

temente germinados, avalia a eficiéncia de peptl’déos de ligagao para inibi-

cdo de germinagdo de esporo e crescimento fungal, incorpora e testa pepti-
deos de defesa candidatos em plantas para potencial de resisténcia.

A patogenia de ferrugem produz esporos (uredinioesporos) que
infectam folhas de soja, hastes e conjuntos de semente. Os esporos s&o so-

prados pelo vento e caem na planta onde eles germinam para produzir um
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tubo de germe (definido como a fase de cisto recentemente germinado) que
penetra os tecidos da planta. Apés penetragdo, o fungo se desenvolve adi-
cionalmente pela produgdo de um crescimento filamentoso que se espalha

inter e intrac'elularmente através dos tecidos (Bonde et al., 1976; Koch e

| Hoppe, 1988). Com o tempb; a colonizagéo do tecido conduz a produgéo de

esporos infectivos adicionais que sdo liberados no vento, e movidos para
outras plantas. '

Embora alguns genes de resisténcia para ferrugem de soja se-
jam hipotetizados, muitos tém falhado sob as condigdes de campo, ou nos
testes de inoculagdo em estufa. Uma vez que a patogenia chega em uma,.
nova area geografica, os cultivadores se véem de frente com uma situagao
em que ndo existe virtualmente nenhuma resisténcia a ferrugem disponivel
em cultivares de soja comerciais, ou linhas de produgéo. Para o futuro previ-
sivel, os cultivadores necessitardo aplicar fungicidas periodicamente através
de cada estagéo de crescimento.

A.descoberta de novos genes de resisténcia em soja ou relativos
préximos usando tecnologias convencionais, e a incorporagao de tais genes
em linhas de soja comerciais, é esperada requerer alguns anos. A descri¢ao
seguinte vantajosamente acelera este processo. Estas possibilidades se-
guem de avangos recentes na tecnologia de peptideo, tecnologia de trans-
formagdo de planta, e biologia molecular, que foram combinadas para o a-
vango aqui descrito. A tecnologia de peptideo combinatorial capacita a sele-
¢ao de colecdes diversas massivas para aquelas que se ligam as estruturas
infectivas de patogenias de planta, e rompem seu desenvolvimento antes e
durante infeccdo da planta. Ferramentas de biologia molecular e transforma-
¢do de planta capacitam a construcdo de sistemas de distribuicao para ex-
pressar estes peptideos de defesa em locais de infecgao em plantas.

Os polipeptideos de defesa podem ser definidos como aqueles
que se ligam & estruturas infectivas, por exemplo., esporos de patogenias de
planta e de animal para interromper o desenvolvimento da patogenia. Os
peptideos que se ligam e interrompem ou param a fungéo de patogenia al-

cangam este efeito pela ligagdo as proteinas de superficie de patogenia que
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sdo importantes na regulagdo do desenvolvimento. Uma proteina de superfi-
cie selecionada para este uso pode, por exemplo, ser uma enzima que é
necessaria para formagao de parede de célula e crescimento vegetativo ou
talvez, uma proteina que controla o impedimento de minerais que sao criti-
cos para crescimento. Os métodos aqui descritos, por meio de ilustragéo,
podem selecionar eficazmente patogenias contra colegbes diversas de pep-
tideo que contém um bilhdo ou mais de combinagdes aleatérias de peptideo.
A técnica é especificamente aplicada para destrogar P. pachyrhizi e patogé-‘»
nias relacionadas. '

Sera mostrado por meio dos exemplos que se seguem como
identificar peptideos que se ligam a esporos infectivos de P. pachyrhizi e
cistos recentemente germinados, bem como os esporos de patogenias ana-
logas ou relacionadas. Uma colegdo de peptideos é gerada e confirmada
para se ligar a esporos infectivos, ou tubos de germe (cistos recentemente
germinados) da patogenia. Para identificar os peptideos de ligagao, esporos
ou cistos recentemente germinados sdo misturados com colegdes, conveni-
entemente conhecidas como bibliotecas, ou peptideos aleatérios que s&o -
revelados nas particulas de bacteriéfagos (virus), por exemplo, conforme
mostrado por Wilson et al., 1998. Por esta aproximagéo, os esporos e cistos
recentemente germmados podem, por meio de ilustragdo, serem expostos a
um bnhao de peptideos aleatdrios. Uma ampla variedade de muitas bibliote-
cas de peptideo adequadas é conhecida na técnica. Em algumas bibliotecas,
os peptideos contém somente oito aminoécidos, enquanto que, em outras
bibliotecas, cada peptideo contém 15 aminoacidos.

Ap6s mistura e exposigdo para incubagéo correta, lavagem pode

remover todos os peptideos que ndo grudam fortemente aos esporos € cis-

tos recentemente germinados. Os esporos e cistos recentemente germina-

dos podem ser tratados para liberar os peptideos aderentes, aumentar seus
numeros, e repetir o processo de selegdo. Apés uma pluralidade de etapas
de selecéo repetitivas onde cada etapa confirma a ligagao de afinidade de
ligacdo de peptideo da etapa anterior, recuperagé@o € certa de numerosos

peptideos que grudam muito fortemente as proteinas e outros componentes
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de esporos e superficies de tubo de germe. Em um exemplo, 3 ou 4 etapas
de selecdo seqilencial sdo suficientes para proporcionar este resultado.

Uma vez que a afinidade de ligagao de peptideo € cohfirmada
conforme descrito acima, é possivel avaliar a eficiéncia de peptideos de liga-
¢do para inibir gérminagéo de esporos e crescimento fungal. Uma vez que o
numero de peptideos de ligagao tenha sido identificado, é possivel selecio-
nar aqueles que impactam a fungéo de patogenia. Os peptideos que param
a germinagao de esporos e crescimento de cisto reéentemente germinado
sao de interesse particular. Qualquer destes comportamentos disruptivos
conduzirdo a infecgdo de patogenia cessada ou reduzida, e doenga. Ensaios .
de alto rendimento podem ser usados para testar numerosos peptideos para
capacidade de parar ou tornar lento a germinagao de esporos ou creécimen- |
to vegetativo em Phytophthora, P. pachyrhizi, ou patogenias anéloga.s., Expe-
riéncia tem mostrado que uma grande percentagem de peptideos testes po-
de ter um impacto no desenvolvirhento de patogenia.

Uma vez que um peptideo de defesa tenha sido identificado, ele
é distribuido para pontos de infecg¢do dentro de uma planta, sem degradacgao
por enzimas de planta. Um método para alcangar esta distribuicéo é fixar o
peptideo a uma proteina que é naturalmente produzida por uma planta, e
que é produzida em tecidos colonizados pela patogenia. Em um exemplo,
citoquina oxidase tem sido usada com sucesso para esta proposta. Esta pro-
teina é produzida naturalmente pelas plantas, e é envolvida na regulagéo do
horménio de crescimento de planta, citokinin. Os peptideos de defesa po-
dem ser fixados a esta proteina, e usados para modificar fungéo de patoge-
nia: Em um exemplo, isto tem sido feito em Phytophthora.

Os peptideos de defesa podem ser fundidos para citoquina oxi-
dase e outras proteinas que sdo naturalmente secretadas pelas células no
espago intercelular onde elas podem entrar em contato com a patogenia de
ferrugem de colonizagdo.- Alternativamente, as fusdes podem incluir protei-
nas que sdo componentes de paredes de celula de planta. Estas proteinas
sdo também posicionadas para interagirem com a patogenia ambos inter- e

intracelularmente. As bases de dados protedmicas comercialmente disponi-



10

15

20

25

30

23

veis proporcionam uma ampla variedade de seqliéncias de gene para prote-
inas veiculo de peptideo candidatas que podem ser usadas como uma alter-
nativa para CKX. Estas estruturas de proteina veiculo podem ser analisadas
usando-se algorit‘m(js protedmicos estruturais convencionais para apresen-
tagcdo ou revelagao 6timas do peptideo de defesa.

Constructos de proteina-peptideo candldatos podem ser expres-
sos e secretados inicialmente na levedura, Pichia. Este hospedeiro facilita a
concentragdo e purificagdo de uma proteina ou polipeptideo, e testa 0s
mesmos para inibicdo de germinagdo de esporo de patogenia e crescimento
de cisto recentemente germinado.

Uma vez que os melhores peptideos de defesa e os melhores
modos de revelagdo na proteina veiculo sdo confirmados, constructos gene-
ticos podem ser formados para confirmagdo na planta, tal como soja ou fei-
jao de campo. Métodos de transforrhagéo e expressao de planta de genes |
estranhos s&o bem-conhecidos na técnica.

Patogenias particularmente virulentas e perigosas, similares a P.-
pachyrhizi, sdo contidas por regulagéo‘governamental. Este perigo e a com-
plexidade regulatéria séo evitados pelo uso de protocolos de selegao de
peptideo inicial usando uma patogenia de ferrugem alternativa ou analoga.
Puccinia polysora, a patogenla fungal que causa ferrugem do sul de milho foi
reportada por Hollier e King, 1985. Esta patogenia € prontamente dnspomvel
sem restriges, e pode ser manipulada sob condi¢des laboratoriais padrao.

Em uma concretizacéo, bibliotecas de peptideo séo construidas
pela insergdo de sequéncias de acido nucléico que codificam peptideos de
seis a 15 aminoacidos de comprimento em vetores adequados, embora se-

quéncias que codificam peptideos mais longos possam ser usadas. Os pep-

‘tideos codificados pelos nucleotideos podem ser completamente aleatorios

em natureza, ou podem ser restringidos em sua composicao para encontrar
os requerimentos estruturais e funcionais. Por exemplo, e sem limitagao,
uma ponte de cisteina pode ser inserida no peptideo. Em uma concretiza-
cdo, a sequiéncia de acido nucléico ndo codifica uma imunoglobulina (anti-

corpo), ou uma regido de imunoglobulina reconhecida, tal como uma regiao
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variavel. Qualquer vetor que expressara os oligonucleotideos pode ser usa-
do. Preferivelmente um vetor é usado, que resultard em expresséo da biblio-
teca de peptideo na superficie de uma célula ou virus, ou na superficie de

um compartimento intracelular ou organela de uma célula ou virus. Dessa

maneira, os peptideos expressos estardo disponiveis para interagirem com

moléculas-alvo potenciais, ou células que entram em contato com a superfi-.
cie contendo os peptideos. Conforme sera aparente a um versado na técni-
ca, se os peptideos sdo expressos na superficie de compartimentos intrace-
lulares ou organelas, o alvo potencial deve também residir intracelularmente,
ou a organela ou compartimento intracelular devem ser expostos ao ambien- .
te externo por, por exemplo, lisis da célula. |

Métodos de producio de oligonucleotideos e insergao dos mes-
mos em vetores sdo bem-conhecidos aqueles versados na técnica, e so-
mente serdo brevemente revistos aqui. Mais comumente, os oligonucleoti-
deos sdo sintetizados em um suporte solido usando método de fosfito triés- -
ter de Beaucége e Caruthers (Tetrahedron Lett. 22:1859-1862, 1981; ver
também, Patentes dos Estados Unidos Numeros 4.973.679 e 4.458.066).
Numerosos suportes sélidos sdo disponiveis, incluindo gotas de vidro de
poro controlado, copolimeros de poliestireno, silica-gel e papel celulose. A .
preparagdo de um oligonucleotideo comeca com a ligagdo do grupo'3’-
hidroxila do primeiro nucleosideo ao suporte sélido. Suportes solidos con-
tendo nucleotideos sdo disponiveis de fontes comerciais. O oligonucleotideo
é sintetizado a partir da direcdo 3’ a &, e a cadeia é alongada por ataque
nucleofilico do 5’-hidroxila do oligonucleotideo imobilizado no 3'-fosfato ati-
vado ou fosorframidita de um bloco de construgdo 5'-protegido soluvel. O
dinuclosideo fosfito intermediario formado deve, em seguida, ser oxidado ao
fosfato mais estavel antes da extenséo de cadeia. O processo € repetido até
que o numero desejado de nucleotideos tenha sido adicionado. Dispositivos
automaticos sdo comercialmente disponiveis para a sintese de oligonucleo-
tideos. Em adi¢do, numerosos fornecedores proporcionam servicos de sin-
tese de oligonucleotideos customizados.

Qualquer'sistema de vetor capaz de expressar os peptideos da
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biblioteca de peptideo pode ser usado na préatica, e numerosos sistemas de
vetor sdo conhecidos na técnica (Ver, por exemplo, Wilson e Findlay, Can. J.

Microbiol., 44:313-329, 1998). Quando o peptided é preparado como parte
de pVIII, sistemas de fago adequados incluem tipo 8, tipo 88, e tipo 8+8.
Qruando plll é utilizado, sistemas de fago adequados incluem tipo 3, tipo 33 e
tipo 3+3. Quando o peptideo é inserido em pVI, sistemas de fago adequados
incluem tipo 6, tipo 66, e tipo 6+6. Em adigéo, sistema de vetor de fago T7 e
fago 8 podem ser usados. Em uma concretizac&o preferida, os peptideos d'a:
biblioteca sdo expressos fundidos para uma proteina de revestimento de um

bacteriéfago filamentoso, de modo que os peptideos sao expressos na su-
perficie do virion e, desse modo, sdo disponiveis para interagirem com mo-
léculas-alvo, ou receptores de superficie de célula. Em uma concretizagao
preferida, a biblioteca f8-1 é usada em que peptideos 8-mer aleatorios sao

fundidos. para a proteina de revestimento pVIIl. Em outra concretizagdo pre- |
ferida, a biblioteca f88-4 é usada em que peptideos 15-mer aleatérios sao
fundidos para a proteina de revestimento pVIll. O fago na biblioteca {88-4
prepara peptfdeds sem tendéncia de ocorréncia de aminoacido. O fago na
biblioteca f8-1 sdo nao-inclinados, com a exceg¢do de alanina na primeira
posicdo, e um de quatro residuos na segunda posi¢ao. Todas as outras po-
sigdes s&@o aleatoriamente ocupadas por qualquer aminoacido.

Métodos para produgdo da biblioteca de peptideo de pfodugéo _
de fago 8-1 foram descritos anteriormente (Ver, Petrenko et al., Prot. Engi-
neering, 9:797-801, 1996, e referéncias aqui citadas). A biblioteca revela
peptideos estranhos em toda cdpia das 3900 cépias de proteina de revesti-
mento maior pVIIl. A expressdo de peptideo necessita ndo ser induzida por

IPGT. O oligonucleotideo degenerado usado para o inserto de 8-aminoacido

é: GCA GNN (NNN)7, onde N é qualquer nucleotideo. Portanto, o primeiro

aminodacido é uma alanina (A), e o segundo aminoécido é uma valina (V),
alanina (A), aspartato (D), glutamato (E), ou glicina (G). O restante dos ami-
noéacidos no peptideo é completamente aleatdrio. |

Do mesmo modo, métodos para a produgédo de blblloteca de
peptideo de producéo de fago f88-4 foram também anteriormente descritos
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(Zhong et al., J. Biol. Chem. 269:24183-24188, 1994; Smith e Scott, Methods
in Enzymology, 217:228-257, 1993; Smith, Gene, 128:1-2, 1993, e referén-
cias aqui citadas). Esta biblioteca revela peptideos estranhos de 15 éminoé-
cidos em 150 a 300 copias de proteina de revestimento maior pVlil. O res-
tante das 3900 cép_ias das subunidades pVIIl sdo derivadas da pVIII tipo sel-
vagem. O genoma de fago desse modo suporta dois genes pVIIl que codifi--
cam dois tipos diferentes de moléculas pVIIl. Uma pVIIl é o recombinante A
que revela o peptideo 15-mer estranho, enquanto a outra € a pVIIl tipo sel-
vagem normalmente presente no fago. A éXpresséo do gene pVIIlI recombi-

nante é acionada pelo promotor/operador de tac que se pode induzir por
IPTG. Devido a presenca de dois genes pVllil, o virion f88 consiste em umA |
modelo de mosaico de subunidades pVIii tipo selvagem e recombmante |

A sequéncia de oligonucleotideo usada para insertos de 15-mer.
aminoacido é (NNK)is, onde Né A, T, Cou G, e K designa G ou T. Desse
modo, a reglao que C|rcunda o inserto 15-mer é: LVPMLS-.
FA(X)1sPAEGDDPAKA (SEQ ID NO:1), onde X e ammoamdo codificado pelo
cédon NNK.

As particulas de fago podem ser usadas para sevlecionar oS pep-
tideos aleatdrios expressos no virion por sua capacidade de se ligar a com-
postos e células de interesse. Em uma concretizacdo preferida, a bib_Iiotéca
de peptideo de produgéo de fago € usada péra selecionar peptideos que se
ligam a patogenias de planta. Em outra concretizagao preferida, os pepti-
deos sao selecionados por sua capacidade de se ligar a fungos patogénicos.
Em ainda outra concretizagéo preferida, péptl’deos de produgéo de fago séo
selecionados por sua capacidade de se ligar a membros do género Phytoph-
thora. Quando se examinam patogenias com mais do que um estagio de
vida simples, é preferivel que cada estagio de vida seja examinado, visto
que diferencgas significantes no numero, tipos é afinidade de locais de liga-
¢do podem ocorrer com mudangas nos estagios de desenvolvimento.

Por exemplo, quando se examinam membros do género Phyto-
phthora, aproximadamente 10° a 10° organismos sdo misturados com apro-

ximadamente 10° a 109 peptideos de produgéo de fago, e incubados por um
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tempo suficiente para permitir ligagdo. Sera aparente aqueles versados na
técnica que, dependendo de fatores tais como a espécie de patogenia, 0
fago e o peptideo, que outras concentragdes de organismos e peptideos
produzidos podem ser usadas de acordo com a presente descrigdo. Em al-
guns casos, pode ser desejavel pré-incubar os peptideos preparados com
outros estagios de vida do mesmo organismo de modo a identificar aqueles
peptideos que se ligam somente a um estagio de vida especifico. Apds incu-
bagdo, o organismo é submetido a lavagens mdiltiplas, de modo a remover-
peptideos néo-ligados e fracamente ligados. No caso de zodsporos de Phy-
tophthora, a lavagem é feita usando-se uma solugdo de aproximadamente
50 mM de LiCl. Apds lavagem, peptideos preparados por fago ligado sao
eluidos, preferivelmente em pH baixo, e o fago eluido amplificado em um
hospedeiro adequado. Em uma concretizagdo, o hospedeiro € K91 E. coli.
Métodos para amplificacao de bactériéfago em E. coli sdo bem-conhecidos |
na técnica, e podem ser encontrados, por exemplo, em Smith e Scott, Me-
thods in Enzymology, 217:228-257, 1993; Ausubel et al. eds., Short Proto-
cols in Molecular Biology, 2nd ed., Wiley & Sons, 1995; e Sambrook et al.,
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Em uma
concretizacdo, o procedimento de sele¢éo é repetido pelo menos uma vez
de modo a enriquecer peptideos preparados por fago de alta afinidade. Em
outra concretizagéo, o processo de selegdo é repetido trés vezes.

Uma vez que os peptideos de alta afinidade preparados por fago
sdo identificados, os fagos sdo amplificados, preferivelmente em E. coli, e 0

DNA isolado de fago usando métodos padréo, tais como aqueles encontraQ

dos em, por exemplo, Smith e Scott, Methods in Enzymology, 217:228-257,

1993; Ausubel et al. eds., Short Protocols in Molecular Biology, 2nd ed., Wi-

fley $ Sons, 1995; e Sambrook et al., Molecular Cloning, 2nd ed., Cold Spring

Harbor Laboratory Press, 1989. Uma vez que o DNA de fago tenha sido iso-
lado, os oligonucleotideos inseridos podem ser clivados a partir do DNA u-
sando-se as mesmas enzimas de restricdo usadas para inserir os oligonu-
cleotideos, e os fragmentos de enzima de restricdo separados a partir do
restante do DNA. Os oligonucleotideos podem, em seguida, serem sequen-
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ciados usando-se qualquer método padrdo. O seqienciamento pode ser efe-
tuado por qualquer método Iadequado, por exemplo, dideoxi sequenciamento
(Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467), seqijenci-amento
quimico (Maxam and Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:560-564, 1977),

ou qualquer variagdo desta, incluindo o uso de seguenciadores automaticos.

Em uma concretizagéo, o seqﬂenciamento é acompanhado usando-se um.
sequienciador ABI Prism 377 automatico (Applied Biosystems, Foster City, |
Calif). Uma vez que o sequenciamento do oIigonucIebtideo é conhecido, as
seqUéncias de aminoécido dos peptideos codificados podem ser prontamen-
te deduzidas usando-se o cédigo genético.
Os peptideos preparados por fago de llgagao de alta aflmdade
podem ser adicionalmente selecionados por sua capacidade de alterar o de- |
senvolvimento, crescimento e/ou infectividade da patogenia. Nesta concreti-
zagdo, os peptideos preparados por fago séo incubados com uma patoge-
nia-alvo por um tempo suficiente para permitir ligagdo. Em seguida a ligacao,
a patogenia é observada para alteragdes em seu desenvolvimento ou capa-

cidade de infectar um hospedeiro. Em uma concretizagéo, aproximadamente

200 zodsporos de um membro do género Phytophthora sdo combinados

com um peptideo preparado por fago em agua destilada em diluicoes em
série duas vezes em volume constante em pratos petri. A faixa de concen-
tracdes de fégo ‘pode variar, mas geralmente varia entre 1 a 10 x 10° viri-
on/ul. Um controle negativo ndo contendo fago é incluido em cada selegao.
Apds um periodo de incubagéao de usualmente cerca de 20 minutos & tempe-
ratura ambiente, o numero de zodsporos encistados em cada concentragdo
de fago é determinado. Usando-se este método, é possivel selecionar racio-
nalmente peptideos de carater definido e avalia-los para indugao de espécie
e especifica de estagio de vida de respostas funcionais mediadas por recep-
tor, tal como encistamento de zodsporo. Os peptideos encontrados para in-
terferirem com o desenvolvimento de uma patogenia podem ser usados para
impedir ou limitar infeccdo de um hospedeiro com a patogenia.

O presente método pode também ser usado para caracterizar

receptores de Iigagéb de peptideo na superficie de patogenias de planta.
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Nesta concretizacdo, o peptideo de preparacdo de fago que foi etiquetado
(fago teste) é incubado com células de organismos diferentes, e em estagios
diferentes de desenvolvimento. A afinidade de Iigagéio relativa do fago eti-
quetado pode, em seguida, ser determinada pela ligagdo competitiva e ana-
lise de Scatchard. Em uma andlise de ligagdo competitiva, uma concentra-
¢do constante de fagos testes € permitida se ligar a uma patogenia-alvo e,
em seguida, fago de competicdo nao-etiquetado é adicionado sobre uma
faixa de concentragdes. O fago de competicdo pode ser 0 mesmo como o‘
fago teste, ou pode ser diferente. A patogenia-alvo é, em seguida, lavada
para remover fago especificamente ou fracamente ligado, e a quantidade de
fago teste ligado é determinada pela medigdo da quantidade de etiqueta
presente nas células-alvo. O grau de competigao pode ser medido conforme
a concentracdo de fago de competicdo requerido para inibir ligagao do fago
teste por 50% (ICso). Os resultados dos ensaios de competicdo podem ser |
usados para determinar mudangas no nimero, tipo e afinidade de receptores
de superficie de célula sobre o tempo. _

Dentro do escopo das instrumentalidades descritas, estédo oligo-
nucleotideos recombinantes, descobertos pelo método aqui ensinado, que
codificam peptideos tendo atividade antifungal. Estes oligonucleotideos re-
combinantes podem ser usados para produzir pollnucleotldeos recombinan-
tes que sao comumente usados como vetores de clonagem e de expressao
embora outros usos sejam possiveis. Um vetor de clonagem é uma molécula
de DNA auto-replicante que serve para transferir um segmento de DNA em
uma célula hospedeira. Os trés tipos mais comuns de vetores de clonagem
sao plasml'deos bacteriais, fagos, e outras viroses. Um vetor de expresséo €

um vetor de clonagem designado de modo que uma seqiiéncia de codifica-

¢do inserida em um local particular sera transcrita e transladada em uma

proteina.
Ambos os vetores de clonagem e de expressdo contém sequén-

cias de nucleotideo que permitem que os vetores repliquem uma ou mais
células hospedeiras adequadas. Nos vetores de clonagem, esta seqliéncia &

geralmente uma que capacita o vetor a replicar independentemente dos
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cromossomos da célula hospedeira, e também inclui quaisquer origens de
replicagdo ou seqliéncias de replicagdo autbnomas. Varias origens bacteriais
e virais de replicacdo sdo bem-conhecidas aqueles versados na técnica, e .

incluem, mas nao estéo limitadas a, origem de plasmidio pBR322, origem de

| plasmidio de 2 us, e origens de SV40, de polioma, de adenovirus, de VSV e

origens virais BPV. ‘
As sequéncias de oligonucleotideos da presente descrigdo po- |
dem ser usadas para produzir peptideos antifungais pelo uso de vetores de
expressao recombinantes contendo a seqiiéncia de oligonucleotideo. Os
vetores de expressdo adequados incluem sequiéncias de DNA cromossomal,
nao-cromossomal e sintético, por exemplo, derivados de SV 40; plasmideos.
bacteriais; DNA de fago; baculovirus; plasmideo de levedura; vetores deri-
vados de combinag¢des de plasmideos e DNA de fago; e DNA viral, tal como
vacina, adenovirus, virus fowl pox, e pseudorabies. Em adi¢&o, qualquer ou-
tro vetor que é replicavel e viavel no hospedeiro pode ser usado.
A'seqi]éncia de nucleotideo de interesse pode ser inserida no

vetor por uma variedade de métodos. Nos métodos mais comum, a seqlién-

~_cia é inserida em local(is) de endonuclease de restricdo apropriado(s) usan-

do-se procedimentos comumente conhecidos aqueles versados na técnica, e
detalhados, por exemplo, em Sambrook et al., ‘Molecular Cloning, A LabOra—
tory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Press, (1981) e Ausubel et al.,
Short Protocols in Molecular Biology, 2nd ed., John Wiley & Sons (1992).

Em um vetor de expressao, a sequéncia de interesse é opera-
velmente ligada a uma seqiéncia de controle de expressao adequada, ou
promotor reconhecido pela célula hospedeira para direcionar sintese de
mRNA. Os promotores sdo sequéncias ndo-transladadas localizadas geral-
mente 100 a 1000 pares bases (bp) a montante a partir do cédon de partida
de um gene estrutural que regula a transcri¢do e translagdo de sequéncias
de acido nucléico sob seu controle. Os promotores sdo geralmente classifi-
cados como,' ou induziveis, ou constitutivos. Promotores induziveis sao pro-
motores que iniciam niveis aumentados de transcricdo de DNA sob seu con-

trole na resposta de alguma mudanga no ambiente, por exemplo, a presenca
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ou auséncia de um nutriente, ou uma mudancga na temperatura. Promotores
constitutivos, em contraste, mantém um nivel relativamente constante de
transcricao. '

Uma sequiéncia de acido nucléico é operavelmente ligada quan-
do é colocada em um relacionamento funcional com outra sequéncia de &ci-
do nucléico. Por exemplo, DNA para uma pré- seq_Uéncia ou condutor secre-
tério é operativamente ligado a DNA para um polipeptideo se ele é expresso
como uma proteina que participa na’secregéo do polipeptideo; um promotor
é operavelmente ligado a uma sequéncia de codificagdo se ele afeta a trans-
cricdo da sequéncia ; ou um local de ligagéo de ribossoma é operavelmente
ligado a uma seqiiéncia de codificagdo se ele esta posicionado de modo a
facilitar translagdo. Geralmente, sequéncias operavelmente ligadas s&o con-
tiguas e, no caso de um condutor secretério, contiguas e em fase de leitura.
A ligagdo é alcangada pela ligagdo em locais de enzima de restricdo. Se lo-
cais de restricdo adequados ndo sdo disponiveis, entdo adaptadores de oli-
gonucleotideo sintéticos ou ligantes podem ser usados, conforme é conheci--
do aquele versado na técnica, Sambrook et al., Molecular Cloning, A Labora-
tory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Press, (1989) e Aussbel et al.,
Short Protocols in Molecular Biology, 2nd ed., John Wiley & Sons (1992).

‘ Promotoreé comuns usados em vetores de expressao incluem,
mas nao estdo limitados 'a, promotor LTR ou SV40, os promotores de E. coli
lac ou tpr, e o promotor de fago lambida PL. Promotores de planta induziveis
Uteis incluem promotores de choque térmico (Ou-Lee et al. (1986) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83:6815; Ainley et al. (1990) Plant Mol. Biol. 14: 949), um
prombtor induzivel de nitrato derivado de gene espinafre nitrito reductase
(Back et al. (1991) Plant Mol. Biol. 17:9), promotores induziveis de horménio

(Yamaguchi-Shinozaki et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:905; Kares et al.,

(1990) Plant Mol. Biol. 15:905), e promotores induziveis leves associados
com a subunidade pequena de RuBP carboxilase e familias de gene LHCP
(Kuhlemeier'et al. (1989) Plant Cell 1:471; Feinbaum et al. (1991) Mol Gen.
Genet. 226:449; Weisshaar et al. (1991) EMBO.J. 10: 1777; Lam and Chua
(1990) Science 248:471; Castresana et al. (1988) EMBO J. 7:1929; Schulze-
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Lefert et al. (1989) EMBO J. 8: 651). Outros promotores conhecidos para
controlar a expressdo de genes em células procariética ou eucaridtica po-
dem ser usados, e sdo conhecidos aquele versado na técnica. Vetores de

expressdo podem conter um local de ligagao de ribossomo para iniciagao de

translagdo, e um terminador de transcricdo. O vetor pode também conter

sequéncias Uteis para amplificagao de expressao de gene.

Vetores de expressdo e clonagem podem, e usualmente contém,
um gene de selegdo, ou marcador de selegao. Tipicarhente, este gene codi-
fica uma proteina necessaria para a sobrevivéncia ou crescimento da célula
hospedeira transformada com o vetor. Exemplos de marcadores adequados
incluem dihidrofolato reductase (DHFR), ou resisténcia a neomycin para ce-
lulas eucaridticas, e resisténcia a tetraciclina ou ampicilina para E. coli. Mar-
cadores de selecdo em plantas incluem resisténcia a blenomycin, glifosato,
higromycin, kanamycin, metotrexato, fleomycin, fosfinotricin, spectinomycin,
streptomycin, sulfonamida e sulfoniluréias. Maliga et al., Methods in Plant
Molecular Biology, Cold Spring Harbor Press, 1995, p. 39.

Em adigdo, vetores de expressdo podem também conter se-
quéncias marcadoras ligadas a uma seqléncia de nucleotideo para uma
proteina que codifica uma proteina adicional usada como um marcador. O
resultado é um hibrido ou proteina de fusdo compreendendo duas proteihas
ligadas e diferentes. A proteina marcadora pode proporcionar, por exemplo,
um marcador imunolégico ou enzimatico para a proteina recombinante pro--
duzida pelo vetor de expressdo. Marcadores adequados incluem, mas nao
estdo limitados a, fosfatase alcalina (AP), myc, hemagglutinin (HA), B-
glucuronidase (GUS), luciferase, e proteina fluorescente verde (GFP).

As seqliéncias de polinucleotideo da presente descricdo podem
também ser parte de um cassete de expressao que em um minimo compre-
ende, operavelmente ligada na diregédo 5’ a 3', uma seqliéncia regulatoria, tal
como um promotor, um polinucleotideo que codifica um peptideo da presen-
te descricdo, e uma seqiéncia de sinal de terminag&o transcricional funcio-
nal em uma célula hospedeira. O promotor pode ser de qualquer dos tipos

aqui discutidos, por exemplo, um promotor especifico de tecido, um promotor
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desenvolvimentalmente regulado, um promotor especifico de organela, um
promotor especifico de semente, um promotor especifico de plastideo, etc. O
cassete de expressao pode adicionalmente compfeender,uma regiao de co-
dificacdo de peptideo operavelmente ligada de alvejamento, de transito ou
de secrecdo, capaz de direcionar transporte da proteina produzida. O casse-
te de expressdo pode adicionalmente compreender uma sequéncia de nu-
cleotideo que codifica um marcador selecionavel, e/ou uma porgao de purifi-
cacao. -

Mais particularmente, a presente descrigao inclui construtos re-
combinantes compreendendo uma sequéncia de polinucleotideo isolado que
codifica os peptideos antifungais da presente descri¢do. Os construtos po-
dem incluir um vetor, tal como um plasmideo, ou vetor viral, em que a se-
quéncia foi inserida, ou na orientagdo de avango, ou reversa. O construto
recombinante pode adiciona_lmente'compreender sequiéncias regulatérias,
incluindo, por exemplo, um promotor operativamente ligado a sequéncia.
Grandes nimeros de vetores adequados e promotores sdo conhecidos a-
quele versado na técnica, e sdo comercialmente disponiveis.

Uma concretizacdo adicional da presente descri¢cdo se refere a
células hospedeiras transformadas contendo construtos compreendendo as
sequéncias de oIigonuCIeotideo da presente descrigdo. A célula hospedeira
pode ser uma célula eucariética mais alta, tal como uma célula de mamifero
ou de planta, ou uma célula eucariética inferior, tal como uma ceélula de leve-
dura, ou o hospedeiro pode ser uma célula procariética, tal como uma célula
bacterial. A introdugdo do construto na célula hospedeira pode ser acompa-
nhada por uma variedade de métodos, incluindo transfeccé@o de fosfato de
calcio, transfecgdo mediada por DEAE-dextran, Polibreno, fusao de proto-

plasto, lipossomas, microinje¢do direta no nucleo, carregamento de raspa- -

gem, e eletroporagdo. Em plantas, uma variedade de métodos diferentes
pode ser empregada para introduzir vetores de transformacao/expressao em
protoplastos de planta, células, tecidos de calo, discos de folha, meristemas,
etc., para gerar plantas transgénicas. Estes métodos incluem, por exemplo,
transformacdo mediada por Agrobacterium, distribuicdo de canhdo de parti-
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cula, microinjegdo, eletroporagéo, transformacéo de protoplasto mediada por
polietileno glicol, transformagdo mediada por lipossoma, etc (revisado em
Potrykusv(1991) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42:205). |

Os peptidebs produzidos por expressdo dos polinucleotideos da

presente descricio podem ser obtidos pela transformagéo de uma célula

hospedeira por qualquer dos métodos anteriormente descritos, desenvol-.
vendo a célula hospedeira sob condigcdes apropriadas, induzindo expressao
do polinucleotideo, e isolamento da(s) proteina(s) de interesse. Se a protei-
na é retida no interior da célula hospedeira, a proteina pode ser obtida por
lisis das células hospedeiras, enquanto se a p_roteina € uma proteina secre-
tada, ela pode ser isolada a partir do meio de cultura. Varios métodos séd
disponiveis para purificagdo de proteinas, e sao cdnhecidos aquele \)ersado
na técnica. Estes incluem precipitagdo por, por exemplo, sulfato dé amoénia
ou precipitagao de etanol, éxtragéo de acido, cromatografia de troca de &-
nion ou cétion, cromatografia dé fosfocelulose, cromatografia de interagao
hidrofébica, cromatografia de afinidade, cromatograﬁa de hidroxilapatita,
cromatografia de lectin, cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
eletroforese sob condigdes nativa ou de desnaturagdo, focalizagéo isoelétri-
ca, e imunoprecipitagao. ’ v
Alternativamente, peptideos codificados pelos poinnucleotl’de'os
da presente descrigdo podem ser produzidos por sintese quimica usando-se,
ou sintese de peptideo de fase sélida, ou por sintese de peptideo de solugao
classica também conhecida como sintese de peptideo de fase liquida. Na
sintese de fase liquida suportada por oligémero, o desenvolvimento do pro-
duto é fixado a um grupo polimérico solivel grande. O produto de cada eta-
pa da sintese pode, em seguida, ser separado de reagentes nao-reagidos
baseados na grande diferenga de tamanho entre o produto fixado de polime-
ro relativamente grande e os reagentes néo-reagidos. Isto permite que rea-
cbes ocorram em solugbes homogéneas, e eliminem etapas de purificagao
tediosas associadas com sintese de fase liquida tradicional. A sintese de
fase liquida suportada por oligdbmero também foi adaptada a sintese de fase

liquida automatica de peptideos.



10

15

20

25

30

35

~ Para sintese de peptideo de fase sélida, o procedimento requer
o conjunto seqiiencial dos aminoacidos apropriados em um peptideo de uma
sequéncia desejada, enquanto o final do desenvolvimento de peptideo esta
ligado a um suporte insoluvel. Usualmente, o terminal carboxila do peptideo |
é ligado a um polimero do qual pode ser liberado sob tratamento com um
reagente de clivagem. Em um método comum, um aminoacido é ligado a
uma particula de resina, e o peptideo gerado em uma maneira gradual por
adicdes sucessivas de aminoacidos protegidos para produzir uma cadeia de
aminoacidos. As modificagcbes da técnica descrita por Merrifield sao comu-
mente usadas (ver, por exemplo, Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 96:2989-93,
1964). Em um método de fase solida automatico, peptideos séo sintetizados
pelo carregamento de aminodcido de terminal carbdxi em um ligante organi-
co (por exemplo, PAM, 4-oximetilfenilacetamidometil), que é covalentemente
fixado a uma resina de poliestireno insoluvel reticulada com divinil benzeno.
A amina terminal pode ser protegida pelo bloqueio com t-butiloxicarbonila.
Grupos hidroxila e carboxila sdo comumente protegidos pelo bloqueio com
grupos O-benzilé. A sinfeSe é acompanhada em um sintetizador de peptideo
automatico, um numero do qual sdo comercialmente disponiveis. Em segui-
da a sintese, o produto pode ser removido da resina. Os grupos de bloqueio
sdo removidos tipicam‘ente pelo uso de &cido hidrofltorico ou acido trifluor-
metil sulfénico, de acordcj com os métodos estabelecidos (por exemplo, Ber-
got e McCurdy, Applied Biosystems Bulletin, 1987). Em seguida a clivagem e
purificagdo, um rendimento de aproximadamente 60 a 70% € tipicamente
produzid’o. A purificacdo do peptideo produto é acompanhada por, por e-
xemplo, cristalizagdo do peptideo de um solvente organico, tal como metil-
butil éter, em seguida dissolugdo em agua destilada, e usando-se dialise (se
o peso molecular do peptideo objeto é maior do qué cerca de 500 daltons), "
ou cromatografia liquida de alta pressdo reversa (por exemplo, usando-se
uma coluna C18 com 0,1% de &cido trifluoracético e acetonitrila como sol-
ventes) se o peso molecular do peptideo ¢ menor do que 500 daltons. O
peptideo purificado pode ser liofilizado e armazenado em um estado seco
até uso. A analise dos peptideos resultantes pode ser acompanhada usan-
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do-se os métodos comuns de cromatografia liquida de alta pressao analitica
(HPLC), e espectrometria de massa de eletropulverizagéo (ES-MS).
Em geral, plantas transgénicas compreendendo células conten-

do polinucloetideos da presente descricao podem ser produzidas por qual-

| quer dos métodos precedehtes; selecdo de células de planta que foram

transformadas em um meio seletivo; fegeneragéo de células de planta que
foram transformadas para produzir plantas diferenciais; e sele¢do de uma
planta transformada que expressa a(s) proteina(s) cbdificada(s) pelos poli-
nucleotideos da presente descricdo em um nivel desejado. Métodos especi-
ficos para transformacdo de uma ampla variedade de dicots e obtengao de
plantas transgénicas sdo bem-documentados na literatura (Gasser e Fraley;
Science 244:1293, 1989; Fisk e Dandekar, Sciénthia Horticulturée 555,
1993; e as referéncias citadas neste). | ‘
Transformagdo bem-sucedida e regeneragao de planta tém sido
alcancadas em uma variedade de monocots. Exemplos especificos sao co-.
mo segue: aspargus (asparagus afficinalis; Bytebier et al. (1987) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84:5345); cevada (Hordeum vulgarae; Wan e Lemaux (1994)
Plant Physiol. 104:37); milho (Zea mays; Rhodes et al. (1985) Science
240:204; Gordon-Kamm et al. (1990) Plant Cell 2: 603; Fromm et al. (1990)
Bio/Technology 8: 833; Koziel et al. (1993) Bio/Technology 11: 194); ‘ave'ias
(Avena sativa; Somers et al. (1992) Bio/Technology 10:1589); grama de po-
mar (Dactylis glomerata; Horn et al. (1988) Plant Cell Rep. 7. 469); arroz
(Oryza sativa, incluindo variedades indica e japonica; Toriyama et al. (1988)
Bio/Technology 6: 10; Zhang et al. (1988)'Plant Cell Rep. 7: 379; Luo e Wu
(1988) Plant Mol. Biol. Rep. 6: 165; Zhang e Wu (1988) Thgeor. Appll. Genet.
76: 835; Christou et al. (1991) Bio/Technology 9: 957); centeio (Secale ce-
reale; De la Pena et al. (1987) Nature 325: 274); sorgo (Sorghum bicolor,
Cassas et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 11212); cana de agucar
(Saccharum spp; Bower e Birch (1992) Plant J. 2: 409); vivazes altas (Festu-
ca arundinacea; Wang et al. (1992) Bio/Technology 10: 691); gramado (A-
grostis palustris; Zhong et al (1993) Plant Cell Rep. 13; 1); e trigo (Triticum
aestivum; Vasil et al., (1992) Bio/Technology 10: 667; Weeks et al. (1993)
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Plant Physiol. 102: 1077; Becker et al. (1994) Plant J. 5: 299).

Em uma concretiza¢do -preferida, as plantas sdo transformadas
com polinucleotideos recombinantes que codificam os peptideos antifungais
da presente descrigdo, que resultam nos peptideos sendo secretados pela
planta. Em outra concretizagao preferida, os peptideos antifungais séo se-
cretados pelas raizes da planta transformada. As plantas que secretam pep-
tideos antifungais podem ser construidas pelos métodos acima descritos
usando-se cassetes de expressdo que incorporam uma sequéncia de secre"-:
¢do que direcionam secregdo dos peptideos. Alternativamente, as plantas
podem ser transformadas com uma sequéncia de nucleotideo que codifica
uma proteina de fusdo construida a partir dos peptideos antifungais da pre-
sente descricdo, e uma proteina que é normalmente secretada pela planta.
Por exemplo, uma proteina de fusdo pode ser produzida entre um peptideo
antifiungal e a enzima citocininas oxidase. A citokinin oxidase € uma enzima |
protetora que age para degradar citokinins exogenas que podem interferir
com o controle de crescimento de planta. Pela fusdo dos peptideos antifun--
gais para a regiéo do gene citokinin oxidase que controla a secregdo, 0 pep-
tideo antifungal seria secretado pela planta transformada, proporcionando,
desse modo, protecgéo de fungos patogénicos.

~ Antes de serem usadas para transformar plantas, as proteinas
de fuséo contendo peptl'deos antifungais podem ser selecionadas p'or ativi-
dade usando-se o método de preparagéo de fago da presente descricdo. Em
geral, uma proteina de fusdo pode ser construida contendo um peptideo an-
tifungal; a porgao de controle secretério de uma proteina, tal como citokinin -
oxidase; e a proteina de revestimento de fago pVIli ou plll. As proteinas de

fusdo preparadas por fago assim construidas podem, em seguida, serem

selecionadas usando-se o método da presente descricdo para selecionar

aquelas proteinas de fusdo que se ligam a um fungo patogénico-alvo, e re-

sultam em alternagdes que limitam a patogenicidade.

Exemplos .
Os seguintes exemplos sdo pretendidos para proporcionar ilus-

tragbes da aplicagdo da presente descri¢do. Os exemplos seguintes nao sao
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pretendidos para definir completamente, ou, de outro modo, limitar o escopo
da invengao. |
Exemplo 1
Espécie Fungal e Produgéo de Zodsporo

As cépas fungaié usadas foram P. capsici (ATCCC 15399); P.
sojae (cepa 7-6-1, curso 25) (A. F. Schmitthenner, Ohio State University); e.
Phytophthora parasitica. Todas as culturas foram mantidas como micélia em
placas de agar de feijao-de-lima (P. sojae), ou placas de agar de farinha de
milho (Difco, USA) (P. capsici eP. parasitica) a 15 graus C. Cépias de micé-
lio foram produzidas por transferéncia de porgdes de micélio (5 mm x 5 mm) .
para placas de &gar contendo 10% de suco de verdura v8® (Campbell Soup
Co., USA). Trés porgdes por placa foram desenvolvidas por trés a seis dias a |
25 graus C. Produgdo de esporangio foi induzida em P. capsici por limpeza.
das placas e incubacao a 25 graus C com luz. Ap6s um a dois dias,'a libera-
cdo de zodsporo foi induzida por inundagéo das placas com agua estéril por
20 a 30 minutos. A produgéo de zoosporo de P. parastica foi idéntica aquela

de P. capsici, exceto que as placas foram lavadas com &gua estéril por dois

minutos antes da iricubag:éio a 25 graus C com luz. A liberagdo de zodsporo
foi induzida de esporangio de P. sojae por inundamento das placas por qua-
tro vezes em &gua estéril em intervalos de 30 minutos. Os zodsporos foram
liberados dentro de duas a quatro horas. Apds sua liberagéo, os zodsporos
foram filtrados através de quatro camadas de tecido grosseiro de algodao
para remover casos esporangiais e fragmentos de micélia. Uma amostra da
suspenséo foi girada por 30 segundos pafa induzir encistamento, e o cisto
contado sob um microscopio em um hemacitometro.
Exemplo 2 ' |

Preparacdo de Células de K19kan E. coli N3o-Alimentadas e
Fago Titerinz como Unidades de Transdugao

Antes da sele¢do da biblioteca, os fagos foram titulados Como
unidades de transdugéo de tetraciclina (TU) em células n&o-alimentadas de ‘
K91BluKan (resistente & kanomycin) Escherichia coli, de acordo com méto-
dos publicados (Smith & Scott, Methods in Enzymology, 217:228-257, 1993;
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Yu and Smith, Methods em Enzymology, 267:3-27, 1996). As unidades de
tranducdo sdo um modo eficaz de medir a infectividade do fago, e sao usu-
almente expressas como TU/ml de fago. Brevemente, células K91BluKan
foram desenvolvidas a 37 graus C com agitagdo vigorosa (~ 170 rpm) em 20
ml de supercaldo (Smith and Scott, Methods in Enzymology, 217:228-257,
1993) para fase de log média (ODego~0,45). As células foram, em seguida,
incubadas com agitagdo branda por um adicional de 5 minutos para permitir
qualquer fplll cortado regenerar. As células foram centrifugadas em um tub"o.-
de 50 ml estéril de Oak Ridge a 2200 rpm por 10 minutos em um rotor Sor-
vall SS34 a 4 graus C. O sobrenadante foi derramado, e as células foram
ressuspensas em 20 ml de 80 mM de NaCl, colocadas em um frasco de 125
ml de cultura, e sacudidas brandamente por 45 minutos a 37 graus C e 70
rom. As células foram, em seguida, centrifugadas conforme acima, e ressus-
pensas em 1 ml de tampdo NAP frio. As células ndo-alimentadas foram ar-
mazenadas a 4 graus C, e permaneceram infectivas por 3 a 5 dias.

Os fagos foram titulados como unidades de transdugéo (TU) em
células de E. coli K91BluKan n&o alimentadas (preparadas conforme acima).
Os fagos foram analiticamente titulados usando-se TBS/gelatina como o di-
luente. Dez microlitros de cada diluicdo de fago foram depositados como
uma goticula na paredé interna de um tubo disponivel de 15 ml estéril manti-
do em um angulo de 10 graus a partir da horizontal. Dez microlitros de célu-
las de E. coli K91BluKan ndo alimentadas foram adicionadas a cada goticula
de fago, e esta foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente para
permitir tempo para o fago infectar as células concentradas. Apés 10 minu-
tos, 1 ml de supercaldo contendo 0,2 mg/ml de tetraciclina foi adicionado as
células, e incubadas por 20 a 40 rhinutos a 37 graus C com agitacdo. Para

.amplificacdo do fago f88-4/15 mer, o supercaldo também contém 1 mM de

IPTG para induzir expressdo de pVill recombinante. As células infectadas
foram, em seguida, difundidas (200 ml por placa) em placas Luria-Bertani
(LB) contendo 40 mg/ml de tetraciclina. As placas foram, em seguida, incu-

badas por ~24 horas a 37 graus C.
Exemplo 3
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Selecdo de Fago de Ligacdo de Zodsporo
Uma aliquota de 10" unidades de transdugdo (TU) a partir da
biblioteca f8-1 (Petriko et al., 9:797-801, 1996) foi adicionada a 10° de zods-

poros de P. capsici recentemente liberados a temperatura ambiente em 4 ml

de 50 mM de LiC, e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente com

agitacdo branda. O mesmo p_rocedimento foi usado para biblioteca f88-4,
exceto em alguns casos zoosporos de P. sojae foram usados (clones Soj).
Os zodsporos contendo o fago ligado foram lavados 10 vezes em 150 ul de
50 mM de LiC, e centrifugados a 1000 x g por 45 segundos para remover

fago nao-ligado. Apds a _décima lavagem, os fagos ligados foram eluidos_. :
com 200 pl de tamp&o de eluigdo (HCI 0,1 N), glicina suficiente para trazef
pH para 2,2, 1 mg/ml de albumina de soro bovino). Os fagos eIun’dds foram

amplificados por infecgdo de células de E. coli K91BluKan nao aliméntadas,_
conforme descrito acima. Os fagos amplificados foram, em seguida,‘ purifica-
dos por precipitagdo com polietilenb glicol, conforme descrito abaixo, e res-
suspensos erh tampao de TBS, conforme descrito por Smith and Scott (Me-
thods in Enzymology, 217:228-257, 1993). Uma aliquota de fago purificado
foi subseqiientemente reaplicada em zodsporos recenterhente liberados,

conforme descrito acima, para um total de trés purificagbes de afinidade e
duas etapas de amplificagdo. Enriquecimento seletivo do fago de Iigagéo'de
zo6sporo foi monitorado pelo calculo de percentagem de rendimento apés
cada etapa de selegdo, conforme descrito em Smith e Scott (Methods in
Enzymology, 217:228-257, 1993). Isto foi feito pelo célculo do fago total (ex-
presso como unidades de transdugao) qué foi aplicado ao zodsporos, € me-
dindo-se a produgéo total de fago (como unidades de transdugao) que foi
recuperado a partir dos zodsporos, e expréssando o resultado como uma
percentagem. O rendimento de fago eluido a partir dos zo6sporos apés cada
etapa de selegéao, foi entre 10™* a 10°% indicando que este procedimento foi
bem-sucedido na sele¢do para ligagdo de fago para os zoosporos. Os z00s-
poros estavam intactos e esféricos apés as etapas de lavagem, mostrando

que pouco ou nenhum encistamento tinha ocorrido durante o processo de

selecéo.
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Exemplo 4
Purificacdo de Fago
Células de E. coli K91BluKan infectadas com fago foram desen-

volvidas durante a noite em 20 ml de supercaldo (contendo 40 mg/mi de te-
traciclina) a 37 graus C, e 170 rpm. A cultura foi centrifugada para peletizar
as células de E. coli (contendo fago) em um rotor SS34 por 10 minutos a
5.000 x g. O sobrenadante foi removido e colocado em um tubo novo Oak
Ridge, e PEG/NaCl (16,7% de polietileno glicol/3,3 M de NaCl) foi adicionado-
a uma taxa de 150 | por ml de sobrenadante para precipitar o fago. Os fagos
foram precipitados durante a noite a 4 graus C e, em seguida, peletizados
por centrifugagcdo em um tubo de 50 ml Oak Ridge a 10.000 rpm por 20 mi-
nutos em um rotor SS34. Os fagos peletizados foram ressuspensos em 1 ml
de solucdo salina Tris-tamponada (TBS). Estes foram novamente reprecipi-
tados pela adi¢cdo de 150 ml de PEG/NaCl, e deixados durante a noite a 4
graus C. Os fagos foram peletizados por centrifugagdo em uma centrifuga
superior de bancada, e o pélete foi ressuspenso em TBS.
Exemplo 5 o |
Isolamento, Seqienciamento e Anélise de DNA

_ O DNA usado para seqlienciamento foi isolado de clones de fa-
go individuais de acordo com o método de Smith e Scott (Methods in Enzy-
mology, 217:228-257, 1993). DNA de filamento simples foi seqUericiado a
partir dé terminal 3' usando-se um sequenciador ABI Prism 377 automatico

(Applied Biosystems, Foster City, Calif.), seguindo o protocolo do fabricante.
0] iniciador usado para clones f8 foi 5-GGAGCCCTTTAATTGTATCGG-3'
(SEQ ID NO:2). O iniciador usado para clones f88 foi 5'-AGT AGC AGA AGC
CTG AAG A-3' (SEQ ID NO:3).

Sequéncias de DNA foram traduzidas usando-se o programa de
"fraducdo" do ExPASy Molecular Biology Server (website

http://www.expasv.ch/). As sequiéncias foram comparadas com acido nucléi-

co e sequéncias de proteina armazenadas em bases de dados de sequéncia
(GenBank, EMBL, dbEST, SwissProt, PIR) usando-se algoritmos padrao (is-
to é) FASTA (Limpman e Person, Science, 227:1435-1441, 1985), e coman-



10

15

20

25

30

42

dos BLAST (Altschul et. al., J. Molecular Biol., 215:403-410, 1990). As se-
quiéncias de peptideo foram alinhadas usando-se ClustalW (Thompson et al.,
Nuc. Acid. Res., 22:4673-4680, 1994) com uma tabela de peso PAM250 e o

dendograma visto usando-se Tree View (Page, Computer Applic. Biosci.,

| 12:357-358, 1996). As sequéncias de f8-mer DNA obtidas codificadas para
19 sequiéncias de peptideo prognosticadas (Tabela 1). A maioria dos pepti-

deos contém residuos de aminoacido que foram prognosticados para serem
formadores a-helicoidais fortes (isto é, Glu, Ala e Leu) e quebradores a-
helicoidal (isto &, Gly e Pro). Apesar da falta de um motivo comum, o pro-
grama de alinhamento de sequéncia multipla ClustaW foi usado para agru-.
par peptideos similares na forma de um .de‘ndograma. O dendograma, cons-
truido a partir dos peptideos alinhados, indicou qué as seqliéncias de pepti-
deo 18-mer podem ser agrupadas em seis grupos de familia amploé confor-
me representado na figura 1 e Tabela 1. As sequiéncias selecionadas a partir

da biblioteca 88-4/15 mer sao mostradas na Tabela 2.

Exemplo 6

~ Ensaio de Encistamento

Clones de fago selecionados foram isolados de acordo com Smi-
th e Scott (Methods in Enzymology, 217:228-257, 1993), e duas vezes purifi- -
cados usando-se polietileno glicol, conforme descrito acima, com a excegdo
que os fagos foram ressuspensos em &gua destilada ao invés de TBS. A
concentracdo de virion foi calculada pela medicdo da absorvancia a Agss
(Smith and Scott, Methods in Enzymology, 217:228-257, 1993). Goticulas de
agua de aproximadamente 20 pl contendo' cerca de 400 zodsporos recente-
mente liberados foram incubadas com fago em diluicbes em série duas ve-
zes, de modo que elas continham peptideos‘de suporte de fago em concen-
tragdes de ou 1 x 10'%, 5 x 10°, 2,5 x 10° ou 1,25 x 10° virion/pl de goticula.
Um controle negativo ndo recebeu fago, e foi usado para monitorar a quanti-
dade de encistamento espontaneo na populagdo de zodsporo. Apds uma
incubagdo de 20 minutos & temperatura ambiente, 0 nimero de zo4sporos
encistados foi contado, usando-se um microscépio em ampliacdo de 100x. A

concentragdo de virion de fago foi calculada de acordo com Smith e Scott
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~ (Methods in Enzymology, 217:228-257, 1993).

A eficiéncia dos peptideos f8 na indugéo de encistamento pre-
maturo variou com a familia de sequéncia, e com a concentragao de fago _
(figura 2). Em uma concentragdo de 1 x 10'° virion/pl (64 M), muitas fami-
lias de peptideo foram eficazes na indugao de encistamento. Em uma con-
centragdo de 2,5 x 10° virion, contudo, existe uma diferenca de 3 a 5 vezes
nos peptideos que causou altos niveis de encistamento (Pc42, Pc78, Pc87 e
Pc64) e peptideos causando niveis baixos de encistamento (Pc15B, Pc56 e‘
Pc45). Em uma concentragéo de 1,25 x 10° (8 uM), todas as familias de pep-
tideo eram minimamente eficazes na indugdo de encistamento. O fago tipo
selvagem também causou encistamento dos zo6sporos de P. capsici; contu-
do, a fragéao de zodsporos encistados pelo fago selecionado era duas a sete
vezes maior do que' a fracdo encistada pelo fago tipo selvagem em todos os
experimentos. A capacidade de peptideos que suportam fago de P. capsici |
selecionado de encistar prematuramente zoésporos foi especifica para P.
capsici. Pouco ou nenhum encistamento foi observado quando zoo6sporos P.:
sojae e P. parasﬁca foram incubados com peptideos de suporte de fagoa 1 .
x 10'° virion/pl, uma concentragdo que resultou em quase 100% de encista-
men'to para zodsporos de P. capsici. Resultados similares foram obtidos com
peptideos f88-4 15 mer. A capacidade de peptideos 15 mer representatlvos
em causar enmstamento prematuro em comparag¢éao ao clone -8 Pc87 é
mostrada na figura 3.

Exemplo 7
Especificidade de Ligacéo
Peptideos preparados por fago com altas e baixas capacidades

de indugdo de encistamento para sua capacidade de se ligar aos ZoOporos

‘de P. capsici. Os clones de fago Pc87 e Pc45 foram aleatoriamente selecio-

nados conforme os clones representativos que induzem niveis altos e baixos
de encistamento, respectivamente (cf. figura 2). O vetor de fago foi incluido
como um tratamento de controle. Os clones de fago foram amplificados por
infeccdes de E. coli e purificados conforme descrito acima. Para cada reagao

de ligagao, 5 x 10'° TU de fago foram incubados com 200.000 zodsporos de
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P. capisici. As reagdes de ligagdo e lavagens foram realizadas conforme
descrito no Exemplo 3 para selegdo de fago. Os fagos eluidos a partir da
populagdo de zodsporo foram titulados em células de E. coli K91BluKan, e

‘expressos como unidades de transdugéo totais. Um procedimento similar foi

usado para determinar se o fago selecionado se 'ligou aos cistos de P. capsici.

O vetor de fago e clones Pc45 e Pc87 se ligam diferencialmente.
aos zodsporos de P. capsici. Mais do que 10’ TU de fago Pc87 foram elui-
dos de zodsporos apds 30 minutos de incubagao, enquanto somente 50.000
TU de fago Pc45 ou vetor de fago foram eluidos sob as mesmas condigcdes

(figura 4). Além disso, a ligagéo foi especifica para o estagio de zodsporo: .

- menos do que 10* Pc87 foram eluidos de cistos a cerca da mesma ligagao

observada com fago de vetor de controle (figura 5).
Exemplo 8
Construcédo de Proteina de Fusdo Secretada -
Fusdes de DNA carboxi terminal foram construidos para codifi-

car para os peptideos de interesse pela ligagdo de oligonucleotideos sintéti-
cos nos locais de enzimas de restrigdo, Hindlll e Xbal, do vetor transportador

- pJE-6. O vetor de plasmideo pJE-6 foi construido a partir da construto de

expressdo de Pichia pastoris pROM-46 derivada a partir do plasmideo

- pPICZ-alfa (Invitrogen, Carlsbad, Calif.), previamente descrito (Cregg et al.,

Bio/Technology, 11:905-910, 1993; Rosenfeld, Methods in Enzymology,
306:154-169, 1999). Plasmideo pROM-46 foi digerido com endonuclease de
restricao, Hindlll, preenchido com enzima Klenow e dNTP’s, e religado com
T4 DNA ligase. Estas etapas eliminam um local de restricao de Hindlll pre-
sente dentro da seqiiéncia de alfa plasmideo pPICZ, e o plasmideo foi de-
signado pJE-4. A seqliéncia na extremidade 3 da sequéncia de codificacdo foi
mutagenizada por PCR para substituir o cédon de parada com o local de restri-
¢do Hindlll. Este plasmideo foi designado pJE-6. Os oligonucleotideos sintéti-
cos que codificam para um peptideo exemplar (Pc87, ADRPSMSPT, SEQ ID
NO:8) foram ligados no plasmideo pJE-6, digeridos com Hindill e Xbal. Este
plasmideo foi designado pJE-7 (figura 6). O plasmideo pJE-7 foi sequenciado

para confirmar o inserto, e os resultados sdo mostrados na figura 7.
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Tabela 1

FAMILIA CLONE SEQUENCIA DE AMINOACIDO _ SEQ ID N
, Pc36 AAPDLQDAM 4
:m : Pcl9 ADRLNSDAG 5
Pc36 ADRPSTTSL 6
P78 ADPPRTVST S 7
Pc87 ADRPSMSPT o 8
o Pell o ADRTSNAST 9
2B Pc76 ADKSYIPSS. - 10
. Peos - A ' - AVRNPSHHS S 11
Pcdd o ADPTPRGHS = = 2
- - PesS8 - ADPTRQPHS L 13
A7 Peds . - AEHQNSAGP : 4
o Peld ~ ADARSAGAIS : ‘15
Pe39 ADSKNAGPM - 16
" PeS3 - AETKFSGSA S A
« o - PetsaA . . ADPKGSGVTr-. . . 18 .
3B . "Pel5B : - AGLTSPNDM: L
S PoA3PC64 " _ADITDPMGA 200
4 PC29B -~ AVGTHIPDS = RS § E
Pel2/Pcd2 .. . AVSPNVHDG. S 2R

Tabela 2

_CLONE _ SEQUENCIA DEAMINOACIDO SEQID N°
~ Capl/I8 . VAAFSLVWATHLMLS =~ 23
© Capli12e ,,-*;!-LTRCLVSTEMAARRP‘ T z4f.:; R
Capl/ - . . SAPYLPYFDLLHFPI - = 25
“Capl/13 . PSSYEASRRPEHWXF -~ - 26 ..
. Capl1 . . SATDTTLPMMTAIRRS -~ . 27 -
o .Capl/22 - TRLSPMESXAMLLAP = 28 -
. - Cepl/20 . - . . LLPVSPPFAPNASST = =~~~ 29 - . =
© Capli24 - MSNFPTSHAPCPVEL =~ - =~ .30
. Caplie. - EFRKNYPSAAPLIFR ERERRNOEEN <) i S
Capl/23 PXVHGSIPLTPPLGF - =~ 32
Capl/30 - LFXCYPPCTYSYCLS = . 33. .
Capl/l . MSNFPTSHAPCPVXI =~ = 34-
oo Caplft6 . - - PEWKSSWSPCTPRCP . =~ . .35 . .
- Capif28 ; AMSRWLR?RE{WI}NAPP S 036
o Caplf19. . o THTTFXVTVXLHEPP . oo 3700
' Capl/Z’?- : MTSPRNSQLIVPFCL .~ 38 -
- Caplf7- oo PTLGRENRPSCSHV - - w0 239
Soj2-2 - ; ~ APQCHPHLPFDMIHV .~ 40
Soj2-3 :  NHNSLPAQYLVXILR L4
Soj2-4; S0j2-6 - DQPCTPSPDVSFYRS 42
S0j2-8- © VAAPSHWLKPSLDCF 43
Soj2-9 NPLYKNPPPRVAMCL 44
Soj2-19 LIFRYAPPPLFIRPP 45

Conforme mostrado acima, esqueletos de proteina podem ser

designados para revelagdo de peptideos quando os peptideos sao transfor-
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mados em plantas. Por meio de ilustragdo, citokinin oxidase (CKX) pode ser
usada como um esqueleto de distribuicdo de peptideo. Um membro da fami-
lia de CKX derivada de milho (Morris, 1997) pode, por exemplo, sér usado.
como uma molécula de distribuicdo. CKX é endogenamente produzida, pos-
sui uma sequéncia de sinal de peptideo para secregdo de células, e é sufici-
entemente glicosilatada para proporcionar estabilidade na presenga de en-
zimas proteoliticas na regido intracelular (Morri et al., 1999). |

Baseado na estrutura tridimensional conhecida de CKX, confor-
me reportado por Malito et al., 2004, CKX pode ser projetada para revelar
peptideos em um terminal C exposto. Os construtos de esqueleto podem, .
por exemplo, ser expressos e secretados de levedura. Nos experimentoé
iniciais, a capacidade inibitéria de peptideos seleéionados foi dramatica, e
80-90% de encistamento de zodsporo foi obtido. Em controles de agua, en-
cistamento de zodsporos de Phytophthora foi 25% ou menos (Fang et al.,
2004). Raizes de tomate pelud_o‘podem, por exemplo, serem produzidas u-
sando-se estés construtos, e, em se fazendo isto, foi encontrado que os es-
queletos de peptideos séo secretados. na rizosfera, onde eles induzem en-
cistamento de zodsporo antes deles se acumularem na sdperfl'cie da raiz,
bloqueando, desse modo, infecgdo. Isto é mostrado na figura 9.

Em adic&o a operagéo acima, mas pela expansdo das mesmas
técnicas, peptideos 15-mer foram selecionados de bibliotecas combinatérias .
que se ligam fortemente a uredoesporos de U. appendiculatus. Este fungo
foi usado como um substituto ou a‘nélogo selecionado para P. pachyrhizi,
onde acesso a P. pachyrhizi é proximamevnte controlado para contaminante
desta patogenia. Estas classificagdes identificaram um nimero de peptideos
que inibem crescimento apds germinagdo de esporo inicial, por exemplo,
conforme mostrado na Figura 10. Os peptideos séo eficazes em concentra-
cdes micromolares. O desenvolvimento de peptideos de defesa em CKX
pode capacitar distribuicdo para a superficie de hifals fungais que penetram
o espagco intercelular de folhas.

Exemplo 9
Metodologia de Selecao de Peptideo
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A figura 8 é um diagrama esquematico de processo mostrando
um protocolo 800 para selegdo de -peptideo. Para comecar, uma biblioteca
de peptideo preparada por fago de partida pode ser misturada na etapa 802
com extratos de planta para remover peptideos que interagem com protei-
nas de planta e outros fatores. A produgdo com tais peptideos removidos é
designada Sub-biblioteca 1. |

A sub-biblioteca 1 é misturada 804 com uredoesporos germina-
dos ou cistos recentemente germinados pelo qual é comumente conhecido.
como uma técnica de bioclassificacdo. Os peptideos preparados por fago
ligado sdo recuperados 806 dos cistos recentemente germinados. A concen-
tracdo de cada peptideo preparado por fago recuperado € aumentada por
amplificagdo 808 em E. coli. Os peptideos preparados por fago sao0 recupe-
rados 810 apds amplificagdo, e misturados 812 com extratos de planta para
novamente assegurar remogdo de peptideos que interagem com proteinas
de planta e outros fatores. A produgdo com tais peptideos removidos é de-
signado Sub-biblioteca 2. A ' ,

A etapa 814 determina se as etapas acima foram realizadas um
numero suficiente de vezes para assegurar estringéncia de sele¢ao de pep-
tideos de defesa de planta candidatos. Comegando com a Sub-biblioteca 2,
Sub-bibliotecas 3, 4 e 5 sd0 geradas por interagdes sucessivas n em que as
etapas 806 a 812 sao répetidas. Cada ‘interagéo requer mistura da Sub-
biblioteca mais recentemente gerada, por exemplo, Sub-biblioteca 2, com
uredoesporos germinados ou cistos recentemente germinados com uso da
técnica de bioclassificagdo. Os peptideos preparados por fago ligado sao
recuperados' a partir dos cistos rec;ent'emente germinados. A concentragao

de cada peptideo preparado por fago recuperado € aumentada por amplifi-

cagao em E. coli.

Uma vez que o processo tenha interado n vezes, de acordo com
o desenho do processo, clones de fago aleatoriamente selecionados de Sub-
biblioteca n (ou de qualquer outra de n ‘Sub-bibliotecas) podem ser testados
816 para sua capacidade de inibir crescimento de cistos recentemente ger-

minados, isto €, uredoesporos germinados. Os peptideos candidatos que
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mostram inibicdo bem-sucedida podem ser providos 818 como construtos de
gene fundido que combinam os peptideos de defesa de planta com um gene
de proteina de superficie de planta, tal como CKX, amplificados 820 em um

hospedeiro interim, tal como Pichia, e, eventualmente, usados para trans-

formar 822 soja ou feijao de campo para conceder resisténcia a ferrugem.

Uma concretizagao espécifica do método precedente pode ser
descrita no contexto de cinco partes, A a E.

A parte A requer a preparagdo de Sub-biblioteca 1 pela remogao
de peptideos que interagem com componentes de planta. Uma quantidade
de 3,0 g de folha Pinto é misturada com 7 ml de tampao (20 mM de Tris-HCI, .
5 nM de EDTA, pH'7,0), ea misfura é moida para proporcionar um homoge-
nato. Em um micro tubo de 2 ml, 0,9 do homogenéto é combinado com 0,1
ml de 10™ fagos (f88-4/15-mer), para proporcionar um total de 10' virions. A
mistura resultante é i_ncubada a temperatura ambiente de cerca de 23 graus
C por 30 minutos em um oscilador orbital (~500 rpm). A mistura incubada é
centrifugada usando-se centrifuga convencional. a velocidade superior por 5

minutos. O sobrenadante é recuperado, salvo, e centrifugado novamente. O

“sobrenadante é usado para amplificagéao de fago.

A parte B envolve uma primeira etapa de bioclassificagao. Apro-
ximadamente 1,5 milhdo de esporos a partir de uma patogenia selecqonada
sdo incubados em 0,01% de Tween 20 e 25 ppm de B-ionona por 5 horas a
20 graus C. Adiciona-se 10'? TU fagos. A mistura é dividida em dois micro-
tubos, totalizando 3 ml em volume. Os microtubos, incluindo a mistura espo-
ro/fago, sdo incubados a temperatura ambiente de cerca de 23 graus C) em
um oscilador orbital (~500 rpm) por 30 minutos. A mistura incubada é centri-
fugada, o sobrenadante é removido, 0,5 ml de agua é adicionado, e os teo-
res remanescentes sdo combinados em um microtubo. Os materiais combi-
nados sdo centrifugados, o sobrenadante é removido, e o pélete é lavado
com 1 ml de agua. Esta etapa de centrifugagdo com remogao de sobrena-
dante e lavagem é repetida dez vezes. Uma quantidade de 150 ul de tampao
de eluicdo é adicionada ao pélete, que contém fago e esporo. O tampao de

eluicdo é bem misturado, e a mistura repousa por 5 minutos a temperatura
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ambiente. A mistura é, em seguida, centrifugada, e o sobrenadante é salvo.

75 ul de tampéo de eluigdo é adicionado e misturado por centrifugagao adi-

cional como antes. Todo o sobrenadante é combinado. Isto é repetido usan-

do-se 210 ul de tampao de eluigdo. Uma quantidade de 44 ul de Tris-HCI 1M
(pH 9,0) é adicionada para neutralizar o sobrenadante eluido. O sobrenadan-

te neutralizado é amplificado para produzir Sub-biblioteca 1.

- A parte C requer a preparagdo de Sub-biblioteca 2. A sub-
biblioteca 2 é produzida uéando-se a Sub-biblioteca 1 amplificada a partir da
primeira etapa de bioclassificagdo na Parte B. Isto é feito pelo uso da Sub-
biblioteca 1 ao invés da biblioteca original {88-5/15-mer da Parte A, mas, de
outro modo, seguindo a Parte A do protocolo.

A parte D requer a geragdo de Sub-bibliotecas adicionais pelo
uso de etapas adicionais de bioclassificagdo incluindo as etapas 2, 3e4 A
parte B é repetida trés vezes: -

1. Para a etapa 2 de bioclassificagao, 4,2 x 10" TU fagos a partir
da segunda Sub-biblioteca sdo usados para produzir Sub-biblioteca 3;

2. Para a etapa 3 de bioclassificagéo, 5,6 x 10" TU fagos ampli-
ficados a partir do segundo bioclassificagdo s@o usados para produzir Sub-
biblioteca 4; e '

 3.Paraa etapa 4 de bioclassificagédo, 5,1 x 10'" TU fagos ampli-
ficados a partir do terceiro bioclassificacdo sdo usados para produznr Sub-
b|bI|oteca 5.

As colbnias da etapa 4 de bioclassificagdo sdo captadas, se-

qﬂenciadas e testadas para inibigdo de crescimento de cisto recentemente

germinado.
A parte E requer teste para inibi¢do de crescimento de uredoes-

‘poro. Incuba-se 30 ul de esporos germinados (~250) com 3 x 10'2 a 20 graus

C durante a noite. Acessa-se o crescimento de tubo de germe fungal (isto €,
crescimento de cisto recentemente germinado), e compara-se com agua e
f88, isto é, fago somente sem qualquer peptideo preparado, como controles.

Exemplo 10
Peptideos que inibem crescimento de Uromyces appendiculatus,
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e pelo blogueio de desenvolvimento de germling (esporo germinado)

A metodologia do Exemplo 9 pode ser repetida para patogenias
de U. appendiculatus. As Tabelas 3 e 4 mostram peptideos que podem ser
usados para inibir crescimento de uredoesporos germinados (cistos recen-

temente germinados) a partir'destas patogenias..

- Tabela3 ,
Peptideos mostrando forte inibigdo de crescimento de U. appendiculatus:
Clone de fago-peptideo Sequéncia - SEQID NO:
Pp1s  ADPCHMPPRMPPLPI . 49
Ppi9. . .. .NHVSTLKTRHRLIPF - 50
Pp18 .. BSNAPPLSYPPLLVF 51
Pp3l . TMARPIPTFLPPPSL -7}
Ppé6 _ TVAPTTHRHYVWSMD 53
Ppl6 - VFTPMNLSPPEMQPP 56
Tabela 4
Peptideos mostrando média inibicdo de crescimento de U. appendiculatus:
Clone de fago-peptideo Sequéncia SEQ ID NO:
Ppss  AAGPNIPPPHRASTW 35
Pp28 - _ AHLYSGASLYRVYRS 56 -
- Ppss © "% GPPSILLAIGTLSLT Lo st
Pp 50 - LSSPYACALFVVKGA _: 58 ‘
Pp39  RGWSVSHHSLLMPYP - . . 59
- Pp21 . RSTASPQALNPLVAS 60
- Pps3 .- SLFFEVSRMLVRLLS .. . . 61 .
- Pp2 © SRWWRCVTMTQPCTT - 62
_Pp37 . VVALRWGWSPLRPPG €
Exemplo 11

~Uso de citokinin oxidase como um esqueleto de proteina para
distribUigéo de peptideos selecionados em pontos de infecg@o de U. appen-
diculatus de tecidos de feijao (Phaseolus vulgaris).

CKX é modificado conforme descrito acima para fundir os pepti-
deos de defesa das Tabelas 3 e 4. Uma transformagao mediada por agro-
bacterium de Phaseolus vulgaris é realizada para proporcionar uma planta
que expressa cada peptideo. As plantas transformadas sao expostas a U.
appendiculatus. A taxa e severidade de infeccao sao comparadas a uma

planta de controle para confirmar eficacia dos peptideos de defesa contra a
patogenia.
Exemplo 12
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Uso de citokinin oxidase como um esqueleto de proteina para
distribuicdo de peptideos selecionados em pontos de infeccdo de P. pachy-
rhizi de tecidos de soja (Glycine Max). |

CKX é modificado conforme descrito acima para fundir os pepti-
deos de defesa das Tabelas 3 e 4. Uma transformac@o mediada por agro-
bacterium de soja é realizada para proporcionar uma planta que expressa
cada peptideo. As plantas transformadas sdo expostas a P. pachyrhizi. A
taxa e severidade de infecgdo sdo comparadas a uma planta de controle'
para confirmar eficacia dos peptideos de defesa contra a patogenia.
Concluséo

A luz da descri¢do detalhada da invengéao e dos exemplos apre-
sentados acima, pode ser apropriado que os varios aspectos da invengao
sdo alcancados.

E para ser compreendidb que a presente invengdo foi descrita
em detalhes por meio de ilustragdo e exemplo, de modo a informar outros
versados na técnica com a invengéo, seus principios, e sua aplicagéo prati--
ca. Formulagc")es’particulares e processos da presente inveng@o ndo sao li-
mitados as descricdes das concretizagbes especificas apresentadas, mas
preferivelmente as descricbes e exemplos devem ser vistas em termos das
reivindicagées que se Segue, e suas equivalentes. Enquanto alguns dos e-
xemplos e descrigdes acima incluem algumas conclusdes sobre 0 modo que
a invengdo pode funcionar, os inventores ndo pretendem estarem ligados
por estas conclusdes e fungdes, mas apenas colocar as explanagdes o ma-
ximo possivel. ' '

E para ser adicionalmente compreendido que as concretizagbes

especificas da presente invengéo, conforme colocada, ndo séo pretendidas

como sendo exaustiva e limitante da invencdo, e que muitas alternativas,

modificagdes e variagbes serdo aparentes aqueles versados na técnica a luz
dos exemplos precedentes e descrigdo detalhada. Consequentemente, esta
invengdo é pretendida para envolver todas tais alternativas, modificagoes e
variagdes que caem dentro do espirito e escopo das reivindicacdes que se

seguem.



52

Listagem de Referéncias

Os seguintes documentos s&0 por isso incorporados como refe-
réncia na mesma extensdo como inteiramente descrito neste:

Barbas, C.F,, TIL. Burton, D.R., Scott, J.K., Sliverman, G.J. (2001). Phage Display. A
Laboratory Manual, Cold Spring harbor Laboratory Press,

Bishop-Hurley, S. L., Schmidt, F.J., Erwin, A.L., and Smith, A,L. (2003). Peptides
Selected for Binding to a Virulent Strain of Haemophilus influenzae by Phage
Display Ate Bactericidal, Antimicrob. Agents Chemother. 49 2972-2978.

Bishop-Hurley, 8., Schmidt, F.J., Smith, G.P., Morris, R.0., Elder, J., Roop, P., and

English, J.T. 2002. Phage display peptides that disrupt life-stage progression
in Phytophthora. App. Env. Micro, 68:3315-3320.

Bonde, M.R., Melching, J.8., and Bromfield, K.R. 1976. Histology of the suscept-
pathogen relationship between Glyeine max and Phakopsora pachyrhizi, the
cause of soybean rust. Phytopathology 66:1290-1294,

Cwiila, S.E., Peters, B.A., Barrett, R.W., and Dower, W.J. (1990). Peptides on phage:
a vast library of peptides ior xdenufymg hgands Pmc Natl. Acad Sci.

- 87:6378-6382.

Fang, Z, Mounter, 8. Simon, M., Schmidt, F.J., and Eng‘iish, J.T. (2004). Protein
scaffold design for delivery of peptides that induce encystment of
Phytophthora capsici zoospores, Abstract presented at the NSF Phytophthora
Molecular Genetics Workshap New Orleans, LA, '

Healy, J.M., Murayama, O Maeda, T., Yoshino, K., Sekiguchi, K., and K;kuchx M.
(1995). Peptide ligands for integrin V3 selected from random phage display

Aibraries. Biochemmistry 34:3948-3955. |

Hollier, C.A., and King. S.B. 1985. Effects of temperature and wiaﬁvé humidity on
germinability and infectivity of Puccinia polysora wredospores. Plant Dis.
69:937-939,

Koch, E., and Hoppe, H.H. 1988. Development of infection structures by the direct-
penetrating soybean rust fungus (Phakopsora paciyrhizi 8yd.) On artificial
membranes. J. Phytopathol. 122:232-244,

Koivunen, E., Gay, D.A., Ruoslahti, E. (1993). Selection of peptides binding to the 31
integrin from phage display library. J. Biol. Chem. 268:20205-20210



53

Koivunen, E., Wang, B., and Ruoslahti, E. (1994). Isolation of a highly specific ligand
for the 51 integrin from phage display library. J. Cell Biol. 124:373-380.
Laskey, 1.T., Bishop-Hurley, 8., Mounter, S.A., English, J.T., and Schmidt, F.J, (200).
'Phage—-displav ﬁép'tides that disrupt developmental progression of | |
* Phytophthora spevies. Phytopathology 91: 853. '
Moms R.O. 199? Hormonal reguianon of seed devclopmenﬁ ppl 17-149 in;
- Larkins, B. A., and Vasil, LK., ods. Celtular and Molecular Bmlogv of Plant
Seed Deveiqpment Kiuwer Academic Publ., Boston. .
MOms RO, Bﬂyeu K.D,, Laskey J.G., Cheikh N.N. (1999) lsolatmn ofa gene "
encadmg a glycosylated cytokinin oxidase from maize. Bfochemwai &
- Biophysical Research Communications 255: 328-333
“O’Neil, K. T., Hoess, R.H., Jackmm S.A, Ramanhandran,N S.. Mousa,, S.A., and
 DeGrado, W.F. (1992). Identification of novel peptide antagonists for
GPIib!IIIa from a conferm&ﬂonally constramed phage dxsp}ay hbrary Protems
14:509-515. S B R
_ ‘Pasquailm, R., Kowmzm, E. Ru@siai‘m E. (1995) A pepude isolated from phage
daspfay libraries is a structural mimic of an RGE-binding site on integrins, J,
Cell Biol. 130;1189-119. TR
Pasquahm, R and Ruostahta E. 3996 Orgt&n targetmg in vivo usmg phage dxspiay ‘
peptide libraries. Nature, 380: 364-366. ' -
Rlzw A 2004. Sa}'bean Ruyst Colloqmum, Annua} Meetmg of thc Southem Soyb&an B
' Disease Workers, St. Louss MO. = S _"
Scott, JK, and Smnh, G, P, ( 199{3) Searchzng for pept;de Irgands wﬂh an epztope
llbrary Science 249 386- 390 N '
_ "Smatha LW, Hu, D. Satterthwant A, anz—Sweeney, S and Barbas HI C, F (I994)
' ~ Building synthetm anti’bodzes as adheswe: hgands i”or mtegrms J. BwI Chem :
269: 3278&:2795 ' Fa e e .
_ Wx!son, DR, and I*‘mlay, B.B. l998 Phage display: applications, Im‘wvattons, and
issues in phage and host biology. Can. J. Microbiol. 44:313-329.



54

Listagem de Sequéncia de Conteudo Livre

<110> University of Missouri
BRGLISK, JAMES T
SCHMIDT, FRANCIS J
STACRY, GARY
ZHIWEI, FANG

<120 “METODO PARA IDENTIFICAQAO DE PEPTIDEOS, POLINUCLEOTIDEO VETOR RE-
COMBINANTE, CELULA, PLANTA E METODOS PARA SELEGAO DE PEPTIDEOS E
PARA CONFERIR EM UMA PLANTA A CAPACIDADE DE RESISTIR A INFECGAO CAU-

SADA POR FUNGOS'
130> - Matter §38962

€150> 10/829,549
<151> 2001-04-10

<150> 60/195,785
C<151>  2000-04~10

<i160> 63
£376>  Patentin version 3.3 .

<2105 1

Co<21l> 33

<212> £RT
<213>  Bacteriéfago fllamentoso tlpo 88

oe220%
<221>_‘VARMNTE'
€222> . (¥) . {Z3) . .
‘23_{33:’ Xé algum amlnoaCIdo codlflcado pelo codon NNK onde Né A T, C ou G e K

~designaGouT
<400> 1

' Lau \?ai ch Met Leu Ser: Phe }‘kla Xaa Xaa. Xaa xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 . 5. IG : 18 . -

Xaa XBa Xaa X&a Xaa Xaa Xaa Bro Ala Giu Gly Bsp &sp Pro A.}.a Lys
: 20 T 280 ~30 L

<210> 2

<211> 20 .
212> DMm U :
<213> Artificial

<220 v
<223 Iniciador
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<220>

<221> misec_feature
<222> (1}..{20)
<223> Iniciador

<400> 2 :
coagcettta attgtategy

<210> 3
. <211>. 19

«2l2> owa .
<213> -Brtificial

<220>
223> . Iniciador

<400> 3 ,
agtageagaa gectgaaga
1% . " .

k210> 4

<211>» &

<212> PRT .
<€213> Artificial..

<2205 L
<223, Inser¢ao de peptideo aleatoria

<anos> 4

_ “Rla Rla Pro &sp Leu Gln I;sp Ala Met .

<210> 5

<2il> 8 o
<212> CPRT o
<213>  Artificial -

223> Insergdo de peptideo aleatdria
. <400>. 5
Ala Asp Arg Leu Asn SerAsg Ala Gly - SIS

o €210> 6

<21s 9

<212> . PRT

<213>  Artificial

<z20>
<223> Insergdo de peptideo aleatoria
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<400> 6

Ala Rksp Arg Pro Ser Thr Thr Ser Leu
1 . 5

<210> 7

<211> %

<212> BERT

<213> Artificial

<220>
<2235 Insergdo de peptideo aleatéria

S <400> 7

Ala Bsp Pro Pro Arg Thr Val Ser Thr
i 5 T

S <210> B

L <211 9

. %212> PRT o
<213> Artificial

wR20> e L e
" %223> Insergdo de peptideo aleatdria
<4005 8

‘Ala Asp Arg Pro Ser Met Ser Pro Thr

<2105 %
211> 8 -
©<212> PRT :
<213> artificial

3<2235 C Lk : L .
- %223> - Insergao de peptideo aleatoria
<4005 5

‘Ala Asp Arg Thr Ser Asn Ala Ser Thr
1 ~ ’ 5 :

S 210> 1o
k231> 9

<212>  PRT o
. €213> . Artificial

<2202 _
€223 Insergdo de peptideo aleatéria

<406> 10

Ala Asp Lys Ser Tyr Ile Pro Ser Ser
1 : 5 .. o .
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<210> 11

<2ii> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<2207 ,
<223» Insergdo de peptideo aleatoria

<400> 11~

Ala Val Arg Asn Pro Ser His His Sér
1 . 5 :

<210> 12

€231>» & -

<23i2> PRT

<213> BAxtificial

- <220> o B
<RI Insercdo de peptideo aleatéria

| <400> 12

‘Als Asp Pro Thr Pro Arg Gly His Ser

<211> 9 :

<212% PRT :

<213> ‘Arfti‘-ffici&l

Ceazos v
<223> Insercéo de peptideo aleatoria

<400> 13

‘Ala Rsp Pro Thr Atg Gln Pro His Ser
1 Co S B e I

C<210> 140
<zZ11> 9%

<212> - PRT »
<213> Artificial .

<2205 R RS
<253 - Insergdo de peptideo aleatéria

- <400> 14
Ala Glu Bis Gln Aen Ser Ala Gly Pro’
1 5

<210> 15
<31i> 10
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<212> PRT
<213> Artificial

220> . ,
<223> Insergdo de peptideo aleatdria

<400> 15 ‘
‘Ala Asp Ala Arg Ser Ala Gly Als Ile Ser
1 5 ’ B L

<230> 16

<211> %

<212> PRT

«213> Artifieial

<2205 o
<223> Insergdo de peptideo aleatéria

<400> 16

la Asp Ser Eys Asn Als Gly Pro¢ Met
1 . 5 :

<210> 17

211> 9

212> BRT -
<213> Artificial

k220> S N
- €223> Insercdo de peptideo aleatéria

j'€400>. 17 .
“ala Glu Thr Lys Phe Ser Gly Ser Als
(GluThr Lys Poe Ser Slv.Semd

21057 18 .

i1 9

<212> PRT
213> Artificial

22205

L&223>. Iﬁsérgéd de pébtl’deo alea"\téri'a

- <400> 18 _ - _
_ARla AspEPro syé_ély*Sa:'Gly Val Tﬁ:
-1 -5 B

<210> 19

421> 9

<212> BERT

<€213> Artdficial

£220>
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<223> Insergdo de peptideo aleatéria

<400> 19

Als Gly Leu Thr Ser Prc Bsn Asp Met
1 5

<210> 20

<211> ¢

<212> PRT

- 213> Artificial -

<220> i . -
<223> Inser¢ao d.e peptideo aleatoria

<400> 20

Ala Asp Ile Thr Asp -Pro Met Gily Ala

<2105 21

C<211> 08

<212> PRT . -
. %213> Artificial
20 o .

© <2235 insergdo de peptideo aleatoria
. <40D> 21

“ Bla val Gly Thr His Thr Pro Asp Ser =
S GLy The HisThr Fro Asp Ser

€210 722
. <211> 9

<212> PRT = . '
oo 213> Artificial o 0
L2200 o A
<453> Insergéo de peptideo aleatdria

<4005 22
 Ala Val Ser Pro Asn Val His Asp Gly
R R T |

k210> 23

. <2113 15

L <212> PRDC .
¢213> Artificial

<220> . L .
223> Insergao de peptideo aleatoria

«<400> 23
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val Ala Ala Phe Ser Leu Val Trp Ala Thr His Leu Met Leu Ser
1 5 10 15

<2310> 24

<23l>» 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220> : . ) o
<223> Insergéo de peptideo aleatdria

<400> 24

Leu Thr Azg Cys Leu Val Ser Thr Glu Met Ala Alé Bxg Arg Pro -
3 5 o . : 10 : } ' 15

<210> 25

<211»> 15

<212> PRT
<213> Artificial

<2205 e
<zg3> Insergio de peptideo aleatdria

,<400> 2$:  af  . EQV,_vff ' ‘? e fAf ﬁ .ﬁ[: f;}

Sex A.la on Tyr Leu I?ro z‘yr ?he Am‘z Teu Leu. His t’he ?rn Ile
SF S ETRIE FEE T L s

e k210526
C«21i> 15
o €212> PRT .
T «213> Artificial
<2205

v 223> Insergao de peptideo aleatéria

<§§2> VARIANTE

<222>  (14)..(14) : :
- <2235 - x= amnodcido desconhecido

<400>f;26;,

vPro Sar sez Tyr Glua Ala Ser Axg arg Pro Glu &is Txp Xaa Pha I

1 . B T w0 s

<2305 27

<211> 1%
- <212> BRT
1 <213> Artificial
<220> ) B
<29 Insergao de peptideo aleatoria
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<400> 27

Ser Ala Thr Asp Thr Thr Leu Pro Met Met Thr Ala Ile .Ri:q Ser
' S 5 10 ' 15

<230> 28

<2il> 15

' <212> PRT

<213> artificial

<2205 . _
<2235 Insergdo de peptideo aleatoria

<220>

<221> . VARIANTE

<222>  {9)..(9)

<223> . x= aminoécido desconhecido

<4005 28

hr Arg Leu Ser Pro Met Glu Ser Xaa Ala Met Leu Leu Ala Pio
1 : - .

5 10 15

. €2%0> .28 o
€211> 150

<212> PRT : B
<213> Artificiai .

<220 .o ,
' 223> Insergéo de peptideo aleatoria
<100> 28

teu Led Pro Val Ser Pro Pro Phe Ala Pro Asn Ala Ser Ser Thr
1 o 5 ... . w15

- €210> 30
L<2%1> 15
€212» PRT =~
1€213> Artificial

<2205 L

<2235 . Insergio de peptideo aleatoria -

<400> . 30

. Met Ser Asn Phe Pro Thr Ser His Rla Pro Cys Pro Val Glu Ile
1 L 5 B 1w - 15

<210> 31
©€211> 15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
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<223> Insergdo de peptideo aleatoria
<400> 31

Gln Phe Arg Lys Asn Tyr Pro Ser Ala Ala Pro Leu Ile Pro &xg
1 5 ) 10 15

<210> 32

<211> 15

<z12> PRT

€213> Artificial

€220> . T
223>  Insergdo de peptideo aleatéria

. 1 ,
£220>
<221> VARIANTE
<€222> (2)..1{2}
€223> . x= aminoacido desconhecido
<400> 32 |

Pro: $as Val His-t’:“ly‘: Ser Tle Fro Leu Thr Pro Pro Leu Gly.,?.he

oo T S IRTREE L TR, 15

<210> 33
R21E> 15
. <212> PRT g
. <213> Artificial

<220» - v
<223>  Inser¢dode peptideo aleatoria

. <221> “VARIANTE
222> (3)..(3L _
. €223> . x= amino4cido desconhecido

<400> 33

Leu Phe Xaa Gyﬁ Tyr Pro Pro Cys Thr Tyr Ser Tyr Cys Leu Ser
1 ' 5 S . 15

T o<E1le> 34
L2115 15

<2312>  PRT
<2135  Artificial

<220 :
- <¢223> Insergdo de peptideo aleatdria

<ER0> .
<221> VARIANTE
<2z2» (14} ..{14)
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<4235 x=aminodacido desconhecido
<400> 34

Met Ser Asn Phe Pro Thr Ser His Ala Pro Cys Pro Val Xaa Ile
-1 ) 5 190 15

210> 3%

<211>. 1§ |

«212> PKT .
<213> BArtificial

<2205 ' . .
~ <223> Insergéo de peptideo aleatdria

<400> 35

Pro Glu Trp Lys Ser Ser Trp Ser Pro Cys Thr Pro Arg Cys Pro
1 s - S 10 s

S <210> 36
<211>» 1§
<Z21z> PBRY : o
<213> Arxtificial | oo
<2205 SR S
- ¢2935 - Insergéo de peptideo aleatoria

220>
€221> VARIANTE.
<223> 'xéMoul

C <4005 36

Ala Met Ser Arg Trp Leu Arg Pro Arg Glu Xaa Asn Ala Pro Pro o
A= T | .

<2105037 o
«231> 1%

<212> BRT

<213> Artificial

1&223> - Insergdo de peptideo_aléatéria

<221> VARIANTE
<222> {6} .. (6}
<223> x= peptideo desconhecido

<221> VARIANTE
<222> {10)..{1D)
<223>  x= peptideo desconhecido
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<400> 37

Thr His Thr Thr Phe Xaa Val Thr Val Xaa Leuy Hiv Glu Pro Pro
1 5 10 i5
£210> 38
<2311 15
ZZ22> PRY

€213> Artificisl

220> . '
<323> Insercéo de peptideo aleatoria

<220>

<€221> VARIANTE

€222> {6)y.. (6} )
€223 x= peptrdeo desconhec:do

<220
<221> 'VARIANTE
<223> x= peptideo desconhecido

' ¥<4OG>?:38e

e His Thr Thr' Phe Xaa Val The Val Xsa Leu Ris. Glu Pro Pro

1 R : .10, o s

- &210> 38
. <211> - 15 -
©¢212% PRT
<213> Arxtificial

- <220> . - -
_<223> Insergéo de peptideo aleatéria

44@0}_ 39

“pro Thr. Leu Gl){ Arg Phe Ban Axg Pro Sar Cys Sar Tia Tie Val":“:‘

3 , o S 10 T 15

<210> 40

<21i> 15

C.4212>. PRT :
1 «213> . Artificial -

<2205 L
<595, Insergéo de peptideo aleatéria

<400> . 40

Rla Pro Gln Cys His Pro His Leu Pro Phe Asp Met Ile His Val
1 5 10 o S &
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<210> 41

<211> 15

<212> ' PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Insergio de peptideo aleatéria

220> .

<22%> VARIANTE

«222> {12})..{12}

<2523> x= peptideo desconhecido
<é00> 41

Asn Bis ‘Asn Ser Lsu Pro-Ala Gln Tyr Leu Val Xaa Ile Lew Arg
R 5 10 v 15

<210> 42

o <211> 15

<212>  PRT
<213>.'Artiﬁiciai

<220> o s

B <‘223> Inserg&o de peptideo aleatéria

<4n0> 42 |
Bsp Gln 9:0 Cys Thv Pro ‘Ber Pro Asp Val Ser Ehe Tyr Arg Ser
oo o 5 . DR 10 v - 115
L <210> 43
€2LE¥» 15
- K22 PRT :
T ﬂ<2;3>‘ Art¢ficia1
<220> 5 '
»<223 >’ Insergéo de peptideo aleatéria
<400> :43” | .
?al Ala ala ?ro Ser His Trp Leu Lys. Pro Ser Lew Asp Cys ?he
1 5 v o _ 15
'<210> 44
211> 15
«x212» PRT

;213> Brtifieial

<220> » -
<2235 - Insergéo de peptideo aleatéria

<400> 44

Asn Pro Lew Tyr Lys Asn Pro Pro Pro Arg Val ‘Bla Met Cys Leu
i 5 10 15
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<210> 45

<211> 15

<212> ERT ,
<213> Artificial

<220> , }
<223> Insergdo de peptideo al_eatéria

<400> 45

Leu Ile Phe Axa Tyr R_a Pro Pre Pro Leu Phe Leu Arg Pxo Pxo
1 5 . 10 13

L2105 46
<211> 36
«212> DNA- ,
213> artificial

'(22(}5;

<2235, + filamentos de DNA codificando pebtideo Pc 87
<é06: 45
agetagoaga taqaccatca atgtcacc&a catagt
36 : ,
210> 47
€231> 36
<212> - DNA
<213> A rtificial L
<220> e
<5235 +filamentos de DNA codificando peptideo Pc 87
400> 47
ctagactatg ttggtgacat tgaiggtcta tctgat
36. : . :
<210> 48 .
«211> 611
<212> PRT

<213>  Artificial

<2202 Ce R L e
%594~ Peptideo aleatorio Pc 87

€220>

<2915 SINAL

<2225 41} .., {1}

<223> - Sequéncia secretoria Mat-alfa

<220> o

<221> DOMINIO
222> {1).. {1}
«223>» Citocina oxidase 1



<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
L222>
<223>

<400>
Met Arg
1

Ala Leu
--ILie Pro

Asp Val

DOMINIO

(1}

.11}

Ligante

DOMINIO

(kY.

{1

Peptideo aleatério Pc 87

48

Phe

Ala

Pro

Ala

20

Ala
35

Ala

50

Phe-Ile

" Ber Len

©Arg Gly

‘Tivs L

Asn

Giu

Arg

Arg

Asgp .
Val:

yn:—

Lys

Ser

Pro

Ala

Leu

Thr

1le
val

Val

Pro

Phe
Asn

Ile

?he'

67

The

Thz

Giy T

40

Ser

55

i_le-

Ala

S0

“Arg

Leu

B5. ..

Pro.
100"

‘Thz

118

Gy Asn
" 130

gly Asp )

145

Pro Tyr

Ala Phe

Ile
Leu
Thr

Ala

Thr

V’ai‘

Ile

Asp

Ser

Ala

Bla

4165

Pro
180

Gly

Tzp -

Pr.d :
ger
Ala

Leu
;150

Ehe

Gly

ala

Asn

Sex;:

Ala

"Ser:"

ala.
Thr
25
asn
E;le,

"Gly

Leu

Val

10

"Thy.

Ser

ger

Ala

Len:

Glu
Asp
Thx

Ala

75

Tﬁr-

Ala

IR05

‘als

© 120

‘Lew
135

‘Leu

Arg

val

Bro
Ser
Gly

val

Ala

Ala

arg

val
185

fhr

Al

Ata

ala

: Gl.f

170

Asn

Pro

90

Ma

Al a

S}al

Phe
Asp )
xgg
Asn
60

Lys.

hla :

;I,.eq.
Ala

Leu

140

Ser

Ser

> Ala

Ala

Glu

Rla Ser
15

Thr Ala

.30

Glu

45

Asn

Glu,

Ala

Leu

Gly hsp

G-ly Leu

Glu Gly

tGlﬁzéspv

95

Leu . Asp

AP S+ AR

sSer

phi Rep

125

Thr
Leu

Ser

“Pro Gy

P‘J;d Ser

Met Gly
C175

Leéw Gly
190

sSer
o
Phe

val .

80

asp

Gly

Fhe

The

“Frp
» 160

Gln

Asp’



Ala

Ala
225
Wal
- His

His

Asp

Ala
Ala
z10
Arg
Gly
Gly

cly

Elg

Ala
195

Gly

Gly'

Gly

Pro

Glu

278

Val

290

Tie

Ala

305

“Val

. Ala

Asn
Ala
b 385

Asn

Als

Tys

Fro

Gin

Tar
Gly
Tyr

Ser

fi*h,r
Azg
Giy

Gly

370

Glu-

Asp

val

BPro

Py

Gln
260

Mat

Leu

val

Asp

Fro
340

Bhe

Arg

Agn "

Leu
420

Ser
'5‘355 SR

Pro

Glu

Ala

Leu

"245

Ile
b_ Vfi.lv
stn

Phe A

325

Gly

val
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REIVINDICAGCOES

1. Método para identificagdo de peptideos nao-imunoglobulinicos
tendo uma afinidade para a superficie de fungos, caracterizado pelo fato de
que compreende: '

(a) construgdo de uma biblioteca de peptideos por,

(i) preparagéo de oligonucleotideos ale_atérios;

(i) insergao dos referidos oligonucleotideos aleatérios em um
vetor que expressa peptideos codificados pelos referidos oligonucleotideos
aleatérios em sua superficie, e é capaz de transfectar uma célula hospedei-
ra;

(iii) transfectar uma célula hospedeira apropriada com o referido
vetor para amplificar o referido vetor em uma forma infecciosa para criar uma
biblioteca de peptideos na superficie do referido vetor; _

| (b) colocar em contato o referido vetor que expressa a referida
biblioteca de peptideo com um fungo-alvo pertencendo a um género selecio-
nado de um grupo consistindo em Phakapsona e Uronyces, e remover do
vetor néo-ligado;v

(c) elui¢do do vetor ligado dos referidos fungos;

(d) amplificagdo de referido vetor ligado;

(e) sequienciamento dos oligonucleotideos candidatos contidos |
no referido vetor eluido;

(f) determinagéo da seqiiéncia de aminoécido de peptideos codi-
ficados pelos referidos oligonucleotideos candidatos contidos no referido
vetor eluido; e ‘ _
(g) selegao dos peptl’de_os nao-imunoglobulinicos para os quais a

sequéncia de aminodcido foi determinada.

2. Método de acordo com a reivindicac;éo 1, caracterizado pelo
fato de que compreende adicionalmente repeticao das etapas (b) a (d) pelo
menos uma vez. '

3. Método de acordo com a reivindicagado 1, caracterizado pelo
fato de que o fungo-alvo compreende Phakopsora pachyrhizi.

4. Método de acordo com a reivindicag@o 1, caracterizado pelo



10

15

20

25

30

fato de que o fungo-alvo compreende Uromyces appendiculatus.
5. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o referido vetor é posto em contato com o referido fungo-alvo em

estagios de vida diferentes do referido fungo.

6. Método de acordo com a reivindicagéo 5, o referido estagio de
vida é o estagio de vida de zoosporo ou 0 estagio de vida de germinag&o.
7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o referido vetor é um vetor de fusao de fagb’.
8. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo

fato de que o referido peptideo € expresso como parte de uma proteina de .

revestimento do referido vetor.
9. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que os referidos oligonucleotideos aleatérios codificam peptideos

contendode 6a 15 aminoééidos.

10. Polinucleotideo céracterizado pelo fato de que compreende
uma primeira seqliéncia codificante, um peptideo de defesa de planta sele-
cionado a partir do grupo consistindo na SEQ 1D NO:49, SEQ ID NO:50,
SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:754, SEQ ID NO:
55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ
ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63 & combinagdes
destas. |

11. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagé@o 10, caracteri-
zado pelo fato de que compreende adicionalmente uma segunda sequéncia
codificante, codificando um segundo polipéptideo, em que o referido segun-
do poliptideo quando expresso é fixado ao referido peptideo de defesa da
planta.

12, Polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 11, caracteri-
zado pelo fato de que o segundo polipeptideo compreende um membro das
proteinas ou seus fragamentos da familia CKX.

1'3. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagédo 11, caracteri-
zado pelo fato de que a primeira sequéncia codificante, codifica o peptideo
da SEQ ID NO: 50. |



10

15

20

25

30

14. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de que compre-
ende o polinucleotideo como definido na reivindicagao 10.

15. Célula, caracterizada pelo fato de QUe compreende o polinu- -
cleotideo como definido na reivindicagéo 10, o referido polinucleotideo tendo
sido introduzido na referida célula por transformacao. '

16. Planta, caracterizada pelo fato de. que compreende polinu-
cleotideo como definido na reivindicagéo 10, o referido polinucleotideo tendo
sido introduzido na referidé planta por transformacao. '

17. Método para selecdo de peptideos para a capacidade de
afetar o desenvolvimento de um fundo caracterizado pelo fato de que com-
preende: |

(a) construgdo de uma biblioteca de peptideos por,

(i) preparagao de oligonucleotideos aleatdrios;

(ii) insergdo dos referidos oligonucleotideos aleatérios em um
vetor apropriado que expressa peptideos codificados por referidos oligonu-
cleotideos aleatérios em sua superficie, e é capaz de transfectar uma célula
hospedeira; |

(iii) transfectar uma ceélula hospedeira apropriada com o referido
vetor para amplificar referido vetor em uma forma infecciosa para criar uma
biblioteca de pepﬂdeos na superficie de referido vetor;

(b) colocar em contato o referido vetor que expressa a referida
blblloteca de peptldeo com um fungo-alvo, e remover o vetor ndo-ligado; .

(c) eluicdo dos vetores ligados dos referidos fungos;

(d) amplificagdo dos referidos vetores ligados;

(e) isolamento dos oligonucleotideos candidatos contidos nos
referidos vetores eluidos;

(f) produgédo dos peptideos codmcados pelos referidos oligonu-
cleotideos candidatos;

(g) colocar em contato os referidos peptideos com um fungo-
alvo; e

(h) determinagdo do efeito dos referidos peptideos no cresci-

mento do referido fungo.
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18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pe-
lo fato de que compreende adicionalmente repeti¢cao de (b) a (d) pelo menos

uma vez.
19. Método para conferir em uma planta a capacidade de resistir

a infecgdo causada por fungos, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) introduzir em uma planta um polinuéleotideo compreendendo uma primei-
ra sequéncia codificante codificando um peptideo de defesa da planta; (b)
permitir que o referido peptideo de defesa da planta seja expresso na referi-
da planta para executar a fUngéo antifungica ao referido peptideo de defesa.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizafo pelo
fato de que a planta é soja.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado pe-
lo fato de que o polinucleotideo é introduzido na planta por transformacao.

22. Método de acordo com a reivindicagéo 19, caracterizado pe-
lo fato de que o polinucleotideo compreende adicionalmente uma seguna
sequéncia codificante codificando um esqueleto de distribuicdo de peptideo
facilitando a distribuigdo e/ou apresentacéo do peptideo de defesa da planta.

23. Método de acordo com a reivindicagao 22, céracterizado pe-
lo fato de que o esqueleto de distribuicdo de peptideo € um membro das pro-
teinas ou seus fragmentos da familia CKY. | | -

24. Método de acordo coma reivindicagao 19, caracterizado pe-
lo fato de que a primeira seqiiéncia codificante codifica pelo menos um pep-
tideo de defesa da planta selecionado do grupo que consistindo na SEQ ID
NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID
NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, e combinagdes destes. |

25. Método de acordo com a reivindicagao 19, caracterizado pe-
lo fato de que a primeira sequéncia codificante codifica o peptideo da SEQ

ID NO: 50.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO PARA IDENTIFICAGAO DE PEPTIDEOS,
POLINUCLEOTIDEO, VETOR RECOMBINANTE, CELULA, PLANTA E

METODOS PARA SELECAO DE PEPTIDEOS E PARA CONFERIR EM

UMA PLANTA A CAPACIDADE DE RESISTIR A INFECCAO CAUSADA
POR FUNGOS". o A -

A presente invengao refere-se a um método para a identificagdo -
de peptideos tendo uma afinidade para a superficie de fungos é providd,‘»
sendo este um método para identificagdo de peptideos capazes de afetar o
desenvolvimento de um fungo. Também s&o providas composi¢des compre-
endendo peptideos identificados usando-se o método da presente invengao.
Em adigdo, polinucleotideos isolados, vetores, cassetes de expressao e cé-
lulas transformadas, capazes de expressar peptideos identificados pelo mé-

todo da presente invengdo, séo providos.
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