(@ P! 0613746-6 B1 T

I 06
(22) Data do Depésito: 13/07/2006

Repiiblica Federativa do Brasil (45) Data de Concessé&o: 07/11/2017
Ministério da IndUstria, Comércio Exterior

e Servigos
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: UTILIZAGAO DE PROTEINA EXTRAIDA DE PLANTAS DO GENERO LUPINUS COMO
PROMOTOR DO CRESCIMENTO DE PLANTAS E COMO AGENTE ANT I-FUGICO OU ANTI -
OOMICETO

(51) Int.Cl.: C12N 15/82; C12N 15/29; CO7K 14/415

(30) Prioridade Unionista: 21/07/2005 PT 103322, 28/06/2006 PT 103511

(73) Titular(es): RICARDO MANUEL DE SEIXAS BOAVIDA FERREIRA. VIRGILIO BORGES
LOUREIRO. ARTUR RICARDO NASCIMENTO TEIXEIRA. SARA ALEXANDRA VALADAS DA SILVA
MONTEIRO. INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA

(72) Inventor(es): RICARDO MANUEL DE SEIXAS BOAVIDA FERREIRA; ARTUR RICARDO
NASCIMENTO TEIXEIRA; SARA ALEXANDRA VALADAS DA SILVA MONTEIRO; VIRGILIO BORGES
LOUREIRO



10

15

20

25

30

1/27

UTILIZAGCAO DE PROTEINA EXTRAIDA DE PLANTAS DO GENERO
LUPINUS COMO PROMOTOR DO CRESCIMENTO DE PLANTAS E COMO
AGENTE ANTI-FUNGICO OU ANTI-OOMICETO

AREA DA INVENCAO

Esta invencdo estd incluida na &rea da Biologia, com
sua aplicabilidade pratica como fungicida, inseticida,
promotor do crescimento ou fertilizante pertence aos campos
das Ciéncias Agrdnomas e Agricultura, e em gue a sua
aplicabilidade como suplemento na dieta de animails pertence
ao campo da Nutrig¢do Humana e Animal.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Esta invencdo refere-se a um polipeptideo com
propriedades antiftngicas, anti-Oomicetes e propriedades
promotoras do crescimento de plantas. extraido de sementes,
cotilédones ou pléntulas do género Lupinus e sua aplicacéo
no controle de agentes patogénicos que atacam plantas e
como bicestimulante de plantas. Este polipeptideo pode ser
aplicado diretamente em plantas, ou as plantas podem ser
geneticamente modificadas para expressarem o polipeptideo
nos seus tecidos. Adicionalmente, devido as suas
caracteristicas inerentes incomuns, o polipeptideo pode ser
utilizado na preparacdoc de concentrados protéicos TUteis
como suplementos na dieta do homem e outros animais.

A presente invencdo também descreve a seqiiéncia de
nucleotideos do DNA correspondente ao fragmento genético
que codifica o polipeptideo de Lupinus, bem como a sua
seqiéncia de residuos de aminodcidos, microorganismos
transformados com o fragmento genético que codifica o
polipeptideo de Lupinus e métodos para a sua aplicacdo como

fungicida, inseticida, promotor do crescimento de plantas
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ou fertilizante ou como suplemento em nutrig¢do humana ou
animal.

Também é um objetivo desta invencdo o polipeptideo
caracterizado pela seqiiéncia de residuos de aminodcidos
referida acima na qual um ou mais residuos de aminodcidos
estdo ausentes, foram substituidos ou adicionados, ou que
mantém as suas atividades biolbdgicas depois de sofrer
modificacgdo quimica, tal como, por exemplo, glicosilacéo.

O controle de agentes patogénicos constitui um
problema grave em todo o mundo no gque se refere as
colheitas mais importantes. Os fungos patogénicos sé&o
particularmente importantes no que diz respeito ao
armazenamento de produtos agricolas. Atualmente, o controle
do crescimento de fungos é geralmente feito por aplicacdes
macicas de fungicidas guimicos. No entanto, os produtos
fitofarmacéuticos atualmente disponiveis no mercado tém
vdrias desvantagens graves. Por um lado, tém custos
econdmicos e ambientais elevados; por outro lado, muitas
espécies de fungos tém desenvolvido mecanismos de
resisténcia a alguns dos melhores fungicidas, muitas vezes
tornando-os obsoletos em alguns anos apds a sua introducéo
no mercado.

Apesar das plantas néo possuirem um sistema
imunoldégico semelhante ao dos animais, desenvolveram uma
resisténcia inerente ao ataque de fungos patogénicos.
Contudo, as técnicas empregadas para o crescimento,
colheita e armazenamento de plantas na agricultura moderna
freglientemente promovem condi¢des boas ou o6timas para o
desenvolvimento de patdgenocs.

Adicionalmente, o numero de patdgenos microbianos que
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podem afetar e danificar colheitas é bastante elevado. Como
exemplo podem referir-se os seguintes géneros: Alternaria,
Ascochyta, Botrytis, Cercospora, Colletotrichum, Diplodia,
Erysiphe, Fusarium, Gaeumanomyces, Macrophomina, Nectria,
Phoma, Phomopsis, Phymatotrichum, Phytophthora, Plasmopara,
Puccinia, Pythium, Rhizoctonia, Uncinula e Verticillium. A
aplicacdo dos fungicidas atualmente disponiveis no mercado
estd limitada a alguns destes géneros e ndo é uma solucédo
eficaz no controle de infecg¢des de plantas.

Uma estratégia alternativa na luta contra patdgenos
microbianos é a identificacdo e purificacédo de substéncias
de origem bioldégica com atividade antifingica potente. A
identificacdo desses compostos envolve pesquisar uma
variedade de organismos, como plantas e microorganismos,
qguanto a substédncias que s&o subsequentemente testadas em
ensaios antifingicos e, por fim, séo isoladas e
caracterizadas.

Deste modo J& foram isoladas muitas classes de
proteinas antiftingicas, incluindo quitinases, ©proteinas
ricas em cisteina que se ligam fortemente & quitina, B-1,3-
glucanases, permeatinas, tioninas e proteinas de
transferéncia de lipidos. Pensa-se gue estas proteinas
desempenham um papel fundamental nas defesas naturais de
plantas contra o ataque de patdgenocs.

Na literatura disponivel sdo descritas varias
metodologias relativas a utilizacédo de proteinas
antiftingicas, extraidas de plantas ou microorganismos, quer
para aplicacdo direta nos agentes patogénicos quer em
plantas transgénicas dque expressam essas proteinas. As

proteinas antiftingicas mais frequentemente wutilizadas
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nestas metodologias incluem quitinases, glucanases,
proteinas do tipo osmotina e lisozimas. VArios estudos
demonstraram que plantas geneticamente modificadas que
super-expressam estas proteinas exibem resisténcia
acrescida a muitos patdégenos (EP 0392 225).

Técnicas modernas da Biologia Molecular permitiram o
desenvolvimento de tecnologia de DNA recombinante e,
consequentemente, transformacdo de plantas com genes dque
codificam proteinas antifingicas. Este procedimento
envolve, habitualmente, a inserc¢do do gene que codifica a
proteina de interesse num tecido de uma planta, seguida de
regeneracdo de uma planta completa a partir do tecido de
planta geneticamente modificado.

Todavia, a atividade de algumas destas proteinas é
reduzida pela presenga de 1ions, em particular potéssio,
sédio ou cédlcio. Por este motivo, apesar das proteinas
poderem exibir uma atividade antifingica potente em ensaios
in vitro, podem ser ineficazes in vivo devido as elevadas
concentrag¢des fisioldbédgicas dos ions que podem ocorrer
naturalmente nos tecidos das plantas transformadas.

O documento “Ramos, Paula Cristina Rodrigues, et al. -
“Accumulation of a lectin-like breakdown product of beta-
conglutin catabolism in cotyledons of germinating Lupinus
albus L. seeds” Planta (Heidelberga), volume 203, n° 1,
1997, paginas 26-34” descreve o isolamento e purificacdo de
um polipeptideo de 20 kDa que é um produto de degradacgéo
intermedidrio do catabolismo da beta-conglutina, a proteina
de reserva semelhante a wvicilina, que interage com uma
variedade de glicoproteinas e possui atividade do tipo

lectina. Na Tabela 1 deste documento sdo descritas vérias
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seqliéncias de amino&cidos N-terminais, incluindo a do
polipeptideo de 20 kDa isolado de sementes de L. albus. No
entanto, a seqiiéncia N-terminal apresentada na Tabela 1
deste documento inclui exclusivamente a identidade dos
residuos n® 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
20 e 23. Isto corresponde a um total de 15 residuos dos 173
residuos de aminoadcidos que compdem a seqiiéncia (B) da
presente invencdo. De fato, a seqliéncia N-terminal deste
documento ndo é a responsdvel pelas propriedades bioldgicas
relacionadas com o polipeptideo da presente invencdo. Além
disso, a seqliéncia N-terminal descrita no documento
referido é destinada a ser wutilizada para construir
"primers" adequados, que entdo podem ser utilizados em
biologia molecular como primeiro passo do processo longo e
incerto de sequenciacdo de genes e proteinas, ao passo que
o objetivo principal da presente invencdo é revelar um
polipeptideo que exibe varias atividades bioldgicas.

O documento “Database UniProt [Online] 16 de Agosto de
2004 (2004-08-16) - “Beta-conglutin”” revela uma proteina
obtida de Lupinus albus, especialmente beta-conglutina.
Esta proteina é a principal proteina de reserva de sementes
presente em sementes de Lupinus. Apesar de ser a precursora
do polipeptideo com a seqliéncia (B), de acordo com a
presente invencdo, estes dois polimeros correspondem a
moléculas distintas por alguns motivos, especialmente a) a
beta-conglutina ¢é considerada uma proteina, com uma
estrutura quaternaria tipica, ao passo que a molécula com a
seqiéncia B ndo deve ser considerada uma proteina mas sim
um polipeptideo; b) a beta-conglutina, tal como a grande

maioria das proteinas, é facilmente destruida por condicdes
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severas. Em oposicdo, o polipeptideo da presente invencdo é
extremamente resistente a desnaturacdo, suportando ebulicéo
prolongada, tratamento com 4cidos ou bases fortes,
detergentes e solventes orgédnicos. Adicionalmente, é
resistente & radiacdo ultravioleta solar; c) estas duas
moléculas desempenham papéis completamente diferentes na
natureza - enquanto a beta-conglutina é uma proteina de
reserva de sementes, o polipeptideo da presente invencédo
tem um papel protector na planta, exibindo uma potente
atividade antiftingica e uma atividade promotora do
crescimento. Por outro lado, enquanto a beta-conglutina
possul atividades cataliticas fortes de quitosanase e
quitinase, o ©polipeptideo da presente 1invencdo exibe
atividade catalitica de beta-N-acetil-D-glucosaminidase e
um nivel baixo de atividade de guitosanase.

O documento “Database UniProt [Online] 24 de Maio de
2005 (2005-05-24) - “Wicilin-1like protein (fragment)””
revela um fragmento (comprimento: 531 residuos de
aminoacidos; massa molecular: 62 032 Da) da mesma proteina
(isto é, Dbeta-conglutina) descrita no documento anterior
(comprimento: 533 residuos de aminocdcidos; massa molecular:
62 130 Da). Em conseqgiéncia, todos os comentdrios feitos
acima relativamente a este documento aplicam-se igualmente
ao documento em andlise.

Em conclusdo, torna-se imperativo a identificacdo e
purificacdo de novos compostos de origem biolbdbgica que
exibem propriedades antipatogénicas na luta contra os
patdédgenos que afetam plantas. Deve ser dada importéncia
particular aos compostos que sdo eficazes numa gama larga

de patdégenos e que mantém a atividade Dbioldgica em
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condig¢des in vivo.

As préaticas agricolas tém sido otimizadas, durante um
longo periodo de tempo, para promover o crescimento e
desenvolvimento de plantas e para aumentar a producdo das
colheitas. Por outro lado, é previsivel que, a médio até
longo prazo, possa haver escassez de alimentos em muitas
dreas do globo. As técnicas correntes para controlar o
crescimento de plantas em condigdes ambientalmente
controladas sdo dispendiosas e requerem edgquipamentos
complexos. Por estes motivos, muitos investigadores tém
pesquisado e relatado substdncias fisiologicamente ativas,
naturais ou sintéticas, que exibem um efeito de reforco no
crescimento e desenvolvimento de colheitas. No entanto,
apenas algumas destas substdncias tiveram aplicacdo préatica
em condicdes agricolas reais. Em conseqiiéncia, também é
cada vez mais importante descobrir ou desenvolver
promotores do crescimento de plantas ecologicamente
corretas e sem toxicidade para o homem, animais e meio
ambiente.

As vagens de leguminosas ou, mails especificamente, as
suas sementes sdo consideradas em todo o mundo a principal
fonte de proteinas para nutri¢do animal e humana. A este
respeito, a soja tem um papel predominante, ndo sbé pelo
elevado teor protéico e qualidade das suas sementes mas
também pela sua riqueza em 6leo. Todavia, do ponto de vista
agricola, a soja requer solos férteis e um fornecimento de
dgua abundante. As plantas pertencentes ao género Lupinus
conquistaram, ao 1longo das Ultimas décadas, uma posicdo
relevante, forte e de grandes potencialidades em comparacédo

com a soja. Se, por um lado, as suas sementes possuem
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niveis de proteinas e 6leo comparédveis aos da soja, por
outro lado, as suas espécies estdo bem adaptadas a solos
pobres e a condigdes de baixa disponibilidade de &gua. Por
estes motivos, os tremoceiros tém sido considerados, por
vezes, o0s “parentes pobres” da soja.

O nivel elevado de alcalbdéides que sdo téxicos para
animais e que estdo naturalmente presentes em tremogos
tradicionais do tipo selvagem tem atrasado, desde h& muito,
a cultura generalizada de espécies de Lupinus e a
utilizacdo das suas sementes para consumo animal e humano.
Este é o principal motivo por que a cultura do tremoco tem
ficado muito aquém da cultura da soja. Em Portugal, por
exemplo, o consumo tradicional de tremocos tem estado
associado, desde h& muito tempo, & ingestdo de cerveja.
Estas sementes sdo primeiramente fervidas em &gua (o
aquecimento a 100°C destrdéi a capacidade de germinacdo das
sementes mas ndo bloqueia o processo de imbibicdoc) e depois
sdo imersas em A&gua corrente durante alguns dias, para
remover os alcaldides tdéxicos. No entanto, a aplicacéo
recente de técnicas de cultura permitiu o desenvolvimento
das denominadas variedades de tremoceiros doces,
caracterizadas por conterem um baixo teor de alcaldides nas
sementes (< 0,004% p/p), em oposicdo as culturas amargas
tradicionais (teor de alcaldbéides > 0,004% p/p). Por este
motivo, os tremocos de variedades de tremoceiros doces
podem ser utilizados com seguran¢a na alimentacdo humana e
animal.

Em conseqiiéncia, ¢ ©previsivel um desenvolvimento
crescente de produtos alimenticios derivados de tremoceiros

para nutricdo humana e animal, como aconteceu algumas
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décadas atréds com a soja. Isto é particularmente importante
no caso de proteinas dos tremocos, albuminas ou globulinas.

RESUMO DA INVENCAO

Espera-se que a presente invencdo resolva o problema
técnico associado & identificacdo e purificacdo de
compostos de origem bioldgica que sejam capazes de
controlar uma larga gama de agentes patogénicos que afetam
colheitas e que atuem como promotores do crescimento de
plantas mantendo as suas atividades bioldgicas em condicgdes
in vivo.

A solucgdo baseia-se na caracterizacdo e identificacéo
de um polipeptideo presente em plantas pertencentes ao
género Lupinus dque exibe as seguintes caracteristicas
incomuns: (i) uma atividade antiftingica e anti-Oomicetes
potente, que confere grande potencialidade como fungicida;
(ii) wuma forte atividade promotora do crescimento de
plantas, particularmente notdédria em plantas doentes ou
naturalmente enfraquecidas; (iii) uma resisténcia extrema a
desnaturacdo, que permite a sua utilizacdo em condig¢des de
campo; (iwv) uma susceptibilidade muito elevada a
proteblise, que o torna indcuo para o ambiente e ndo tdxico
para o homem e animais, e (v) uma composicdco de aminodcidos
bem equilibrada.

Em conseqgiiéncia, © primeiro aspecto da presente
invencdo refere-se ao polipeptideo com a seqiiéncia B
(s KIRVLER FDQRTNRLEN LONYRIVEFQ SKPNTLILPK HSDADYVLVV
LNGRATITIV NPDRRQAYNL EYGDALRIPA GSTSYILNPD DNQKLRVVKL
ATPINNPGYEF YDFYPSSTKD QQSYFSGEFSR NTLEATFNTR YEEIQRITLG NED
37).

Um segundo aspecto da presente invencdo diz respeito a
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um fragmento de DNA gque codifica esse polipeptideo. A
invencdo também se refere a utilizacdo do polipeptideo, ou
de qualquer preparacdo que o contenha, como fungicida,
inseticida, promotor do crescimento ou fertilizante, quer
por aplicacdo direta em forma recombinante quer por
expressdo em organismos geneticamente modificados. Por fim,
a invencdo considera a utilizacdo do polipeptideo, ou de
qualquer preparacdo que o contenha, como um suplemento em
nutricdo humana ou animal.

DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS

Figura 1 - Folhas de videira altamente infectadas com
oidio foram pulverizadas com Adgua (folha da direita) ou com
a proteina nativa que contém o polipeptideo extraido de
Lupinus (folha da esquerda). (A) 24 horas apbds a
pulverizacdo; (B) 2 meses apds a pulverizacéo.

Figura 2 - Observagdes por microscopia O6éptica da
germinacdo de esporos do fungo responsdvel pelo oidio em
videiras. Os esporos fingicos foram cuidadosamente

removidos da superficie de folhas Jjovens de videira

infectadas e foram inoculados em agar agua 0,6% (p/v). (A),
(B) e (C) - Controles; (D) e (E) - adigc8o de 200 pg da

fracdo protéica total de uvas maduras que contém proteinas
relacionadas com a patogénese (PR); (F) e (G) - adicdo de
200 pg da proteina nativa que contém o polipeptideo
extraido de Lupinus. Cada ensaio foi observado apds 24 e 48
horas. Empregou-se microscopia por contraste de fase e a
ampliac8o utilizada foi 125X.

Figura 3 - Observacdes em microscdpio metallrgico de
folhas de videira. (A) Folhas saudéveis; (B) folhas

infectadas com oidio; (C) folhas infectadas com oidio 12
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horas apds pulverizagdo com a proteina nativa que contém o
polipeptideo extraido de Lupinus. A ampliacdo utilizada
estd especificada em cada fotografia.

Figura 4 - Efeito do polipeptideo de Lupinus,
produzido de forma recombinante em Escherichia coli, na
germinacdo e desenvolvimento de esporos de Uncinula
necator, o agente causador do oidio.

Figura 5 - Roseiras na mesma fase de desenvolvimento
foram pulverizadas com &gua {(roseira da direita) ou com uma
solugdo que continha o polipeptideo extraido de Lupinus
(200 pg de proteina nativa que contém o polipeptideo/mL;
roseira da esquerda). A fotografia mostra a fase de
desenvolvimento de ambas as plantas trés semanas apds a
pulverizacéo.

Figura 6 - Plantas de melancia criadas num viveiro.
Seis semanas apdés o inicio da germinacdo, as plantas foram
pulverizadas com Aagua (controle; A), um extrato bruto de
Lupinus que continha 100 pug de proteina nativa que contém o
polipeptideo/mL (B), um promotor do crescimento de plantas
comercialmente disponivel no mercado (concentracéo
recomendada pelo fabricante) (C), e um extrato em bruto de
Lupinus que continha 200 pg de proteina nativa que contém o
polipeptideo/mL (D). Monitorizou-se a experiéncia durante
duas semanas e fotografou-se as plantas.

Figura 7 - Perfil tipico da insolubilidade das
globulinas de plantas do género Lupinus em fung¢do das
concentragdes de cédlcio e magnésio. Este perfil ¢é
exemplificado para o efeito destes c&tions na auto-
agregacdo da proteina nativa que contém o polipeptideo

extraido de Lupinus (M) e de PB-conglutina de Lupinus (0).
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B-Conglutina (0,5 mg.mLl; ©) e a proteina nativa que
contém o polipeptideo extraido de Lupinus (0,5 mg.mL-1; H)
foram purificadas de sementes secas ou de cotilédones
separados de plédntulas que germinaram e cresceram durante
oito dias, respectivamente.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a um novo polipeptideo
com propriedades antiftngicas potentes, que exibe uma
atividade poderosa na germinagdo e desenvolvimento de
esporos de patdgenos fuingicos e de Oomicetes em plantas, e
com atividade ©promotora do crescimento de plantas,
particularmente notdéria em plantas doentes ou naturalmente
enfraquecidas. A invencdo também considera a utilizacdo do
polipeptideo, ou de gqualgquer preparacdo gque o contenha,
como suplemento em nutrig¢do humana ou animal. A seqiiéncia
de nucleotideos do DNA do fragmento genético que codifica o
polipeptideo de Lupinus ndo partilha nenhuma homologia
significativa com nenhuma outra ©proteina/polipeptideo
antifingico que tenha sido isolado de plantas. 0
polipeptideo de Lupinus constitui um novo tipo de
polipeptideo entre as proteinas antifingicas descritas em
plantas.

O polipeptideo referido na presente invencdo é&
purificado de cotilédones extraidos de plédntulas germinadas
do género Lupinus. A presente invencdo inclui a descricéo
da metodologia empregada para isolar o polipeptideo de
tecidos da planta, a seqiiéncia de nucleotideos do DNA do
fragmento genético (A) gque o codifica e a seqléncia
correspondente de residuos de aminodcidos (B).

(a)
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5* CGTAGACAAAGGAACCCTTATCACTTCAGCTCTCAAAGATTCCAAACTCTTTACAAA
AATAGGAATGGCAAAATCCGTGTGCTCGAGAGGTTTGACCAAAGAACCAATAGACTTGA
GAATCTCCAAAACTACCGCATTGTTGAGTTCCAATCAAAACCTAACACTCTCATTCTCC
CTAAACACTCTGATGCTGACTACGTCCTCGTTGTACTCAATGGTAGAGCCACAATCACG
ATAGTAAACCCTGATAGAAGACAAGCATATAACCTTGAGTATGGCGATGCTCTCAGAAT
CCCAGCTGGCTCAACTTCATATATCCTTAACCCGGATGACAACCAGAAGCTTAGAGTAG
TCAAGCTCGCAATACCCATCAACAATCCTGGCTACTTTTATGATTTCTATCCATCGAGT
ACTAAAGACCAACAATCCTACTTCAGTGGCTTCAGCAGGAACACTTTAGAGGCCACCTT
CAATACTCGTTATGAAGAGATACAAAGGATTATTTTAGGGAATGAGGAT3

(B)
5y KIRVLER  FDQRTNRLEN  LQENYRIVEFQ  SKPNTLILPK  HSDADYVLVV
LNGRATITIV NPDRRQAYNL EYGDALRIPA GSTSYILNPD DNQKLRVVKL
AIPINNPGYEF YDFYPSSTKD QQSYFSGEFSR NTLEATFNTR YEEIQRIILG NED
3

Este polipeptideo parece ocorrer naturalmente apenas
durante um periodo de tempo muito curto do tempo de vida de
plédntulas do género Lupinus. Os presentes inventores
demonstraram que a B conglutina, a principal proteina de
reserva das sementes do género Lupinus, é O precursor
biossintético do polipeptideo de Lupinus. De fato, o
polipeptideo de Lupinus é um polimero altamente processado
que sofreu varios niveis de modificacdo quimica. Este fato
aumentou tremendamente a dificuldade do seu estudo,
incluindo a sequenciacdo de residuos de amincacidos e dos
nucleotideos correspondentes. Durante a formagdo das
sementes, o gene que codifica a B conglutina é transcrito
no mRNA correspondente, cuja traducdo resulta na sintese do
precursor biossintético da P conglutina. Em seguida, este
precursor é extensamente processado, incluindo

glicosilacdo, de onde sdo produzidas as varias dezenas de
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diferentes tipos de subunidades que compdem a B conglutina.
No ciclo seguinte de crescimento vegetativo, varios dias
apbés o inicio da germinacdo, os etapas iniciais do
catabolismo da B conglutina envolvem clivagem proteolitica
de todas ou da maior parte das suas subunidades
constituintes, resultando na acumulacdo de uma proteina
nativa, como subunidade principal, correspondente ao
polipeptideo descrito nesta invengdo. Devido as suas
propriedades antifingicas intrinsecas, que sdo naturalmente
exploradas pela planta-hospedeiro, este polipeptideo &
mantido em concentracdes muito elevadas nos cotilédones das
plantas em desenvolvimento, durante uma fase da vida em que
a planta é mais sensivel a ataques de fungos e insetos.
Passados alguns dias, o polipeptideo é degradado e os seus
aminodcidos sdo utilizados no crescimento da planta jovem.

O polipeptideo de Lupinus descrito na presente
invencdo exibe algumas propriedades que o distinguem das
outras proteinas antifiingicas descritas na literatura. Isto
torna-o num alvo promissor, com grandes potencialidades
para o desenvolvimento de um método eficiente para
controlar os fungos que afetam plantas e/ou animais:

(1) Atividade antiftingica e anti-Oomicetes potente,
que confere ao polipeptideo grande potencialidade como
fungicida,

(2) Forte atividade promotora do crescimento de
plantas, particularmente notdéria em plantas doentes ou
naturalmente enfraquecidas,

(3) Resisténcia extrema a desnaturacdo, que permite a
utilizacdo do polipeptideo em condig¢des de campo,

(4) Grande susceptibilidade ao ataque proteolitico,
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gue o torna indbécuo para o ambiente e ndo tébéxico para o
homem, e

(5) Composicdo de aminocdcidos bem equilibrada.

O polipeptideo também pode ser utilizado como
inseticida, promotor do crescimento ou fertilizante, e como
suplemento alimenticio em nutricdo humana ou animal.

Dois problemas praticos da agricultura contemporénea
sdo a reducgdo ou inibicdo do crescimento observada em
plantas doentes ou naturalmente enfraquecidas e a
toxicidade normalmente associada aos Dbioestimulantees
disponiveis. O polipeptideo extraido de tecidos de plantas
Lupinus exibe uma forte atividade promotora do crescimento
no crescimento e desenvolvimento de plantas. De fato,
preparacgdes ou extratos de Lupinus que contém e}
polipeptideo possuem uma forte atividade bioestimulante em
todas as plantas testadas, incluindo, por exemplo, videira,
roseira, planta da melancia e tomateiro. Este efeito ¢é
notdério para concentracdes da proteina nativa que contém o
polipeptideo iguais ou superiores a 200 pg/mL. Os outros
componentes presentes em extratos ndo puros do polipeptideo
de Lupinus valorizam as preparagdes, poils atuam como
fertilizante foliar. A auséncia de toxicidade do
polipeptideo de Lupinus para © homem, animais e meio
ambiente indica que as suas aplicacdes em agricultura né&o
exercem nenhum efeito prejudicial no meio ambiente.

Outro aspecto da presente invencdo diz respeito a
metodologia wutilizada para a producdo recombinante do
polipeptideo de Lupinus em bactérias, com a finalidade de
expressa-lo de forma constitutiva em plantas geneticamente

modificadas. Estas plantas acabardo por exibir um nivel
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elevado de resisténcia a fungos patogénicos, especialmente
no que se refere aos fungos dificeis de controlar (como é o
caso dos fungos responsaveils pelas denominadas doencas do
lenho), contra os quais os fungicidas tradicionais de
aplicacdo exdédgena sdo completamente ineficazes.

O polipeptideo foi extraido de pléntulas de Lupinus
albus cv. LeBlanc com oito dias de idade. As sementes foram
colocadas numa sala com temperatura constante (25°C de dia,
20°C de noite) com um fotoperiodo de 16 horas de 1luz/8
horas de escuridéo.

Apbés a colheita, os cotilédones foram congelados em
nitrogénio liquido. Extraiu-se o polipeptideo em tampédo
Tris-HCl1 100 mM, pH 7,5, que continha NaCl 10% (p/v), EDTA
(dcido etilenodiaminotetracético) 10 mM e EGTA (&cido
etileno-glicol-bis (B-aminoetiléter)-N,N,N’ ,N’-tetracético)
10 mM. Apds um periodo de incubacdo de 30 minutos a 4°C, o
extrato foi centrifugado a 30.000 g, durante 1 hora a 4°C.
O sobrenadante foi dessalinizado e a proteina nativa que
contém o polipeptideo extraido de Lupinus foi
subsequentemente purificada por FPLC (Cromatografia Liquida
Rapida de Proteinas e Péptidos) - cromatografia de troca
anidnica.

A sequenciac¢do N-terminal do polipeptideo extraido de
Lupinus foi feita por degradacdo de Edman. A seqgiiéncia
obtida de residuos de aminocdcidos foi wutilizada para
conceber "primers" degenerados. Extraiu-se mRNA total de
sementes de Lupinus albus em desenvolvimento numa fase em
que ocorre a sintese mAxima do precursor [ conglutina.
Extraiu-se o mRNA wutilizando ©protocolos/kits para a

purificagcdo de mRNA de material de plantas. O cDNA
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correspondente ao fragmento genético que codifica o
polipeptideo extraido de Lupinus foi amplificado por PCR
(reagdo em cadeia de polimerase) utilizando os "primers”
degenerados previamente concebidos. Utilizando como modelo
a seqiéncia de nucleotideos obtida conceberam-se novos
"primers", e obteve-se a seqliiéncia de nucleotideos completa
do fragmento genético que codifica o polipeptideo extraido
de Lupinus pela técnica de 3’ e 5’ RACE (amplificacgédo
rapida das extremidades do cDNA).

O polipeptideo de Lupinus foli produzido de forma
recombinante na bactéria Escherichia coli. O fragmento
genético que codifica o polipeptideo de Lupinus foi clonado
num vetor adequado, permitindo a associacdo do gene de
interesse ao promotor T7lac. Este promotor é indutivo; em
conseqgiiéncia, a expressdo dos genes a ele associados ocorre
exclusivamente na presenca do acucar isopropiltio-P-
galactésido. Por fim, as células competentes de Escherichia
coli foram transformadas.

Como descrito acima, o polipeptideo de Lupinus foi
obtido de bactérias numa forma recombinante. No entanto,
para ser testado quanto a sua atividade antiftngica, o
polipeptideo recombinante de Lupinus teve de ser isolado de
todas as outras proteinas/polipeptideos bacterianos. Para
esta finalidade, o polipeptideo de Lupinus foli previamente
produzido numa forma recombinante com um cauda de residuos
histidina (Cauda de His). A metodologia empregada para a
sua purificacdo baseou-se na afinidade elevada dos 1ions
niquel para a Cauda de His. Deste modo, com ions de niquel
ligados a uma matriz de agarose, purificou-se o

polipeptideo recombinante sabendo que, de entre todas as
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proteinas/polipeptideos presentes no extrato bacteriano
total, apenas o polipeptideo de Lupinus se liga & matriz de
agarose. Subsequentemente recuperou-se o polipeptideo de
Lupinus, apbés um conjunto adequado de lavagens e eluicgdbes,
e removeu-se a Cauda de His apds tratamento com uma enzima
proteolitica apropriada.

A escolha cuidadosa de um promotor adequado é um pré-
requisito para a modificacdo genética de plantas. Estéo
descritos na literatura varios tipos de promotores que
permitem a expressdo dos genes associados. Para expressar o
fragmento genético que codifica o polipeptideo descrito na
presente invencdo, o promotor selecionado pode ser indutivo
ou constitutivo, dependendo do tipo de expressdo requerida.
A escolha do promotor também é importante para dirigir o
polipeptideo sintetizado para o tecido ou compartimento
celular selecionado (modificacbes pbds-transcricéo).

A transformacdo de plantas pode ser realizada por
diferentes metodologias, tais como, por exemplo,
transformacdo de plantas via Agrobacterium, transformacédo
de protoplastos, transferéncia genética para grdos de
pbélen, injecdo direta em 6rgdos reprodutores ou embrides
imaturos e bombardeamento de particulas. Cada um destes
métodos tem vantagens e desvantagens especificas. Ainda
assim, todos foram Jj& utilizados em diferentes tipos de
plantas.

Para transformar plantas com o fragmento genético que
codifica o polipeptideo de Lupinus, o método selecionado
foi transformacdo via Agrobacterium (Fraley et al., 1983),
utilizando um vetor de expressdo adequado que contém uma

regido codificadora para o gene de interesse associada a um
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gene marcador apropriado. A regenerag¢do de plantas,
desenvolvimento de plantas e transferéncia de plantas para
o meio de cultura a partir de um UGnico protoplasto podem
ser realizadas seguindo varias metodologias disponiveis na
literatura. Este processo inclui vArias etapas relativas a
selecdo de células transformadas e a cultura subsequente
destas células pelos métodos habituais empregadas no
desenvolvimento de culturas embriogénicas. Por fim, as
plantulas regeneradas crescem num meio de cultura adequado,
habitualmente solo.

Também ¢é um objetivo da presente invencdo qualquer
formulacdo agricola que inclua, como ingrediente ativo, o
polipeptideo com a seqiiéncia B, glicosilado, fosforilado,
alquilado e/ou prenilado, ou uma forma recombinante do
polipeptideo obtido por transformacgdo de células
caracterizada por ser utilizada na prevencdo, controle e
luta contra fungos patogénicos ou Oomicetes ou pragas
causadas por insetos, ou como promotor do crescimento ou
fertilizante.

Outro aspecto da presente invencdo estd relacionado
com 0s niveis frequentemente reduzidos de
proteinas/polipeptideos de plantas das dietas humana e
animal e, alguns casos, com a baixa digestibilidade das
proteinas e uma composicdo de aminodcidos desequilibrada.
De fato, preparacdes em bruto que contém o polipeptideo de
Lupinus possuem ndo s6 uma globulina importante (a proteina
nativa de Lupinus gque contém o polipeptideo objetivo da
presente invencdo) mas também uma variedade de albuminas
que estdo naturalmente presentes no material da planta

utilizado na extracdo da proteina. Em conseqiiéncia, estas



10

15

20

25

30

20/27

preparacgdes brutas do polipeptideo de Lupinus sdao
particularmente ricas em proteinas e podem ser utilizadas
como suplemento protéico em nutrigcdo animal ou humana, na
forma de tofu (apds precipitacdo de globulinas com calcio e
magnésio) ou na forma de requeijdo (apbds precipitacdo das
albuminas pelo calor).

A andlise da composicdo de aminodcidos do polipeptideo
de Lupinus e a sua grande susceptibilidade a todas as
proteases testadas (incluindo tripsina, quimotripsina,
subtilisina, proteinase K e pronase) indicam gque este
polipeptideo tem elevado valor nutritivo para animais. No
entanto, o polipeptideo considerado na presente invencdo é
uma globulina. Por este motivo, o polipeptideo de Lupinus
ou a proteina nativa que o contém é insolivel em agua e em
solugdes salinas diluidas, mas é rapidamente soltvel em
solucbes de elevada forca idnica. Ainda assim, as
globulinas de vagens de leguminocsas sé sdo insolGveis na
presenca de calcio, magnésio e outros cations alcalino-
terrosos (Ferreira et al., 1999). Estes cations divalentes,
com carga positiva a wvalores de pH neutro, atuam como
pontes eletrostadticas entre moléculas de globulinas com
carga negativa, promovendo ou induzindo a sua auto-
agregacdo em complexos que sdo tdo grandes que séo
insolaveis (Ferreira et al., 1999; Ferreira et al., 2003).
O tofu, por exemplo, é uma coalhada semelhante a queijo ou
requeijdo preparado por adigdo de ions calcio e magnésio a
um extrato aquecido de soja. Os dois <céations séo
habitualmente utilizados na preparacdo de tofu e estéo
comercialmente disponiveis na forma de Nigari®. Deste modo,

uma preparacdo em bruto do polipeptideo de Lupinus,
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contendo globulinas e albuminas, pode ser utilizada na
preparacdo de concentrados de globulinas de Lupinus apbs a
sua precipitacdo com célcio e/ou magnésio. A Figura 7, por
exemplo, mostra o padrdo de precipitacdo da proteina nativa
de Lupinus que contém o polipeptideo (M) como uma funcédo de
concentracdes de calcio e magnésio adicionados. Para fins
comparativos também se apresenta o perfil de precipitacéo
da sua proteina precursora, P-conglutina (a principal
proteina de reserva presente em sementes de Lupinus; ©O). As
albuminas que permanecem no soro resultante também podem
ser recuperadas, por exemplo, por precipitacdo pelo calor,
num processo semelhante ao utilizado na preparacgcdo de
requeijdo (precipitac¢do pelo calor das albuminas do leite
que permanecem no soro apds a remocgdo de caseina durante o
fabrico do queijo). Deste modo, preparacdes que contém o
polipeptideo de Lupinus podem ser utilizadas como
suplemento protéico na dieta humana ou animal.

Para se entender o potencial da presente invencéo
seguem-se varios exemplos praticos. No entanto, estes
exemplos ndo sdo limitadores, no sentido de que poderdo ser
empregadas metodologias alternativas na wutilizagdo do
polipeptideo de Lupinus como agente de controle antiftngico
e de Oomicetes, como inseticida, como promotor do
crescimento, como fertilizante ou como suplemento protéico
na dieta humana ou animal.

EXEMPLOS PRATICOS

Exemplos 1 e 2 - Efeito da pulverizacdo da proteina

nativa que contém o polipeptideo de Lupinus na superficie
de folhas de videira infectadas com o fungo Uncinula

necator (o agente causador do oidio na videira).
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Avaliou-se a atividade antiftingica do polipeptideo de
Lupinus apds pulverizagdo da superficie de uma folha de
videira com uma solugdo gque continha 200 pg da proteina
nativa pura que contém o polipeptideo/mL. Como controle,
uma folha semelhante foi pulverizada com &agua em condicdes
idénticas. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Figura 1 e mostram que a folha de videira permanece
saudadvel dois meses apds a pulverizacdo das folhas com a
proteina nativa que contém o polipeptideo, sem vestigios da
presenca do fungo, apesar das folhas pulverizadas terem
sido mantidas, sempre e permanentemente, em contacto
préximo com folhas altamente infectadas.

Realizou-se outro ensaio seguindo wuma metodologia
idéntica, mas as observacgdes das superficies das folhas de
videira tratadas foram feitas utilizando um microscédpio
metalGrgico (Figura 3).

Exemplo 3 - Efeito da proteina nativa que contém o
polipeptideo de Lupinus na germinacdo e desenvolvimento de
esporos de Uncinula necator.

Removeram-se esporos do fungo Uncinula necator da
superficie de folhas de videira infectadas, tendo sido
inoculados em agar Agua 0,6% (p/v) que continha 200 pg da
proteina nativa pura que contém o polipeptideo de Lupinus
por mL ou 200 pg da fracdo protéica total de uvas maduras
(que continha proteinas PR) por mL. A germinacdo dos
esporos e desenvolvimento dos tubos germinativos foram
monitorizados por microscopia Optica, utilizando o sistema
de lente de fase de contraste, durante 24 e 48 horas. Os
resultados obtidos, apresentados na Figura 2, mostram que

ocorreu uma reducdo acentuada na presenca do meio que
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continha o polipeptideo de Lupinus, ndo sé6 do numero de
esporos germinados mas também do comprimento dos tubos
germinativos. Este efeito é notério quando comparado com o
resultado observado na presenca das proteinas PR.

Exemplo 4 - Efeito da proteina nativa que contém o
polipeptideo de Lupinus na germinacdo e desenvolvimento de
esporos do fungo Phomopsis viticola (o agente causador de
excoriose na videira).

Esporos do fungo Phomopsis viticola foram inoculados
em meio PDA (agar dextrose de batata). Passados 15 minutos,
os esporos foram removidos e misturados com uma solucgdo que
continha a proteina nativa que contém o polipeptideo de
Lupinus num volume final de 25 uL. Estas goticulas foram
colocadas em placas de Petri e recobertas com la&minas de
vidro que foram subsequentemente seladas, criando uma
cdmara humida. Monitorizou-se o desenvolvimento dos esporos
por observacdes de microscopia oéptica. Foil evidente uma
inibicdo clara da germinacdo dos esporos. Apds 24 horas, as
hifas em desenvolvimento sofreram lise.

Exemplo 5 - Efeito do polipeptideo recombinante de
Lupinus na germinacg¢do de esporos do fungo Uncinula necator.

Purificou-se o polipeptideo recombinante de Lupinus,
expresso em bactérias, e testou-se a sua atividade
antifingica. Estes ensaios foram realizados como
previamente descrito nos exemplos 2 e 3. Os resultados
obtidos, apresentados na Figura 4, mostram que o)
polipeptideo recombinante exibiu propriedades antifiingicas
idénticas as observadas para o polipeptideo extraido de
plantas Lupinus. Apds um periodo de incubac&o de 48 horas

na presenca do polipeptideo recombinante de Lupinus
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observou-se destruicgdo das paredes celulares dos esporos.

Exemplo 6 - Efeito do polipeptideo recombinante de
Lupinus na germinag¢do de esporos do Oomicete Plasmopara
viticola (o agente causador do mildio).

Removeram-se esporos do Oomicete Plasmopara viticola
da superficie de folhas de videira infectadas, tendo sido
colocados em agar agua 0,6% (p/v) gque continha 200 pg do
polipeptideo  puro recombinante de Lupinus por mL.
Monitorizou-se a germinacdo dos esporos durante 48 horas
por observacdes de microscopia Oéptica. Utilizou-se como
controle germinacdo de esporos em agar agua. Apds 24 horas,
as paredes celulares dos esporos foram destruidas, com
libertacdo concomitante do contetdo celular.

Exemplo 7 - Efeito da pulverizacdo da proteina nativa
gue contém o polipeptideo extraido de Lupinus em roseiras.

Avaliou-se a atividade biocestimulante da proteina
nativa de Lupinus dque contém o polipeptideo apds
pulverizacdo das superficies foliares de uma roseira com um
extrato em bruto de Lupinus que continha 200 pg de proteina
nativa que contém o polipeptideo/mL. Como controle, uma
roseira numa fase de desenvolvimento idéntica e incubada
nas mesmas condi¢des ambientais foi pulverizada com &gua. O
resultado obtido, fotografado trés semanas apobs a
pulverizacdo, estd apresentado na figura 5 e mostra um
crescimento superior da planta pulverizada com o
polipeptideo de Lupinus, evidenciando um aparecimento
prematuro dos primeiros botdes florais.

Exemplo 8 - Efeito da pulverizacdo da proteina nativa
gque contém o polipeptideo extraido de Lupinus em plantas de

melancia de viveiro.
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Avaliou-se a atividade bicestimulantea do polipeptideo
de Lupinus apds pulverizagdo das superficies foliares de
plantas de melancia de vivelro com seis semanas de idade
com um extrato em bruto de Lupinus que continha 200 pg de
proteina nativa que contém o polipeptideo/mL. O ensaio foi
realizado em condigcdes de estufa e as plantas foram
pulverizadas com a&gua (controle; A); um extrato em bruto de
Lupinus que continha 100 pg de proteina nativa que contém o
polipeptideo/mL (B); um promotor do crescimento de plantas
comercialmente disponivel no mercado (concentracéo
recomendada pelo fabricante) (C), e um extrato em bruto de
Lupinus que continha 200 pg de proteina nativa que contém o
polipeptideo/mL (D). Em cada ensaio utilizaram-se vinte e
quatro plantas. O ensaio foi monitorizado durante as duas
semanas subseqlentes, e ©0s resultados obtidos estéo
apresentados na figura 6. As plantas pulverizadas com a
concentracdo mais elevada do polipeptideo de Lupinus (200
Lg de proteina nativa que contém o polipeptideo/mL; D)
exibiram o maior desenvolvimento e um crescimento foliar
superior em comparag¢do com plantas tratadas com agua ou com
0 promotor do crescimento de ©plantas comercialmente
disponivel no mercado. As plantas pulverizadas com a
concentracdo mais baixa do polipeptideo de Lupinus (100 pg
de proteina nativa que contém o polipeptideo/mL; B)
exibiram um nivel menor de desenvolvimento mas que ainda
foi mais elevado do que o observado para as plantas
pulverizadas apenas com &gua. Em conseqiiéncia, o nivel de
aplicacdo recomendado consiste em pulverizar as plantas com
uma preparacdo bruta do polipeptideo de Lupinus due

contenha 200 pg de proteina nativa que contém o
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polipeptideo/mL.

Exemplo 9 - Efeito da pulverizacdo da proteina nativa
qgue contém o polipeptideo extraido de Lupinus em plantas de
videira infectadas com Uncinula necator {o agente fungico
causador do oidio, economicamente a doenca mais importante
da videira em todo o mundo).

Preparou-se um extrato bruto de Lupinus que continha
200 pg da proteina nativa de Lupinus dque contém o
polipeptideo por mL. Plantas de videira infectadas com
Uncinula necator e mantidas em condicgdes de estufa foram
pulverizadas com o extrato ou com Aagua (controle). Vinte e
quatro horas apdés a aplicacdo observaram-se as plantas
pulverizadas - relativamente ao controle, as plantas
pulverizadas com o polipeptideo de Lupinus exibiram mais
vigor e revelaram o aparecimento de novos gérmens. Esta
situacdo manteve-se durante pelo menos uma semana, apds o
gue as plantas, previamente enfraquecidas pela presenca do
fungo, se tornaram exuberantes e com muitas folhas novas
sem nenhum sintoma da doenca.

Exemplo 10 - Determinacdo das concentracdes otimas de

cdlcio e magnésio necessarias para a preparacdo de um
concentrado de proteina nativa de Lupinus que contém o
polipeptideo do tipo tofu.

A composicdo de aminodcidos bem equilibrada da
proteina nativa de Lupinus que contém o polipeptideo, bem
como a sua excelente digestibilidade (o polipeptideo é
facilmente hidrolisado nos seus aminodcidos componentes por
acdo das proteases do trato digestivo humano), salientam o
grande potencial nutritivo do concentrado do polipeptideo

de Lupinus preparado apds precipitacdo, com cédlcio +
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magnésio 5 mM, das globulinas presentes numa preparacdo
bruta da proteina nativa de Lupinus dque contém o
polipeptideo (ver figura 7).
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REIVINDICACOES
1. Utilizacdo de uma proteina de SEQ ID NO: 1,

caracterizada pelo fato de ser como um promotor do

crescimento de plantas.
2. Utilizacdo de uma proteina de SEQ ID NO: 1,

caracterizada pelo fato de ser na agricultura como um

agente anti-flingico ou anti-oomiceto através da aplicacéo
da referida proteina a uma planta.
3. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizada pelo fato de que a referida proteina foi

glicosilada, fosforilada, alquilada e/ou prenilada.
4. Utilizacdo de acordo com qualquer wuma das

reivindicagbdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de estar na

forma de uma formulacdo, ou uma preparacdo bruta , ou é
recuperada a partir de uma cultura ou extrato de células
transformadas.

5. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 4,

caraterizada pelo fato de que a proteina é purificada a

partir de cotilédones extraidos de pléntulas germinadas do

genéro Lupinus.
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