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Fitodefensivos em plantas medicinais: macromoléculas hidrofilicas de folhas
de mil folhas (Achillea millefolium L.) inibem o crescimento in vitro de bactérias
fitopatogénicas
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RESUMO: Extratos aquosos da planta medicinal Achillea millefolium contém macromoléculas de
interesse para desenvolver fitodefensivos para a agricultura. Duas fragdes de mil folhas foram
obtidas por ultrafiltragéo, E1 (contendo moléculas maiores que 30 kDa), e E3 (peptideos entre 1 e
10 kDa) que inibiram o crescimento das bactérias fitopatogénicas Ralstonia solanacearum, gram-
negativa, e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, gram-positiva, com dependéncia
de concentragéo. Os valores de concentragéo inibitéria minima (CIM) para ambos os extratos e
bactérias foram baixos, entre 20 e 80uM. A CIM relativa a proteina total evidenciou a presenga
de macromoléculas muito ativas em E3, embora com baixa concentragao proteica. E3 se aplica
a prospeccao de peptideos antimicrobianos. Estimar a CIM relativa a quantidade de amostra
vegetal valorizou o potencial antimicrobiano natural de E1, que contém alta concentracéo
proteica. E1e E3 se aplicam ao desenvolvimento de fitodefensivos para uso biotecnoldgico.
A ultrafiltracao fracionou as amostras de forma nativa, rapida, e com baixo custo; além de
dessalinizar, clarificar, purificar, e concentrar E1 e E3. Esse estudo inédito sobre a separémica e
a agao antimicrobiana de extratos macromoleculares aquosos de mil folhas sugere que plantas
cicatrizantes podem apresentar grande potencial para desenvolver fitodefensivos agricolas
naturais ndo danosos, a semelhanga de medicamentos fitoterapicos.

Palavras-chave: Macromoléculas de defesa, peptideos antimicrobianos, Ralstonia
solanacearum, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, concentragéo inibitéria minima
relativa.

ABSTRACT: Agrochemicals in medicinal plants: hydrophilic macromolecules from leaves
of “mil folhas” (Achillea millefolium L.) inhibit in vitro growth of phytopathogenic bacteria.
Aqueous extracts from the medicinal plant Achillea millefolium contain macromolecules of
interest to develop agrochemicals for agriculture. Two fractions of “mil folhas” were obtained by
ultrafiltration, E1 (containing molecules larger than 30 kDa) and E3 (peptides between 1 and 10
kDa), which inhibited the growth of phytopathogenic bacteria Ralstonia solanacearum, gram-
negative, and Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, gram-positive, concentration-
dependent. The values of minimum inhibitory concentration (MIC) for both extracts and both
bacteria were low, ranging from 20 to 80uM. The MIC relative to total protein evidenced the
presence of very active macromolecules in E3, although showing low protein concentration. E3
applies to the prospection of antimicrobial peptides. The estimated MIC relative to the amount
of plant sample valued the natural antimicrobial potential of E1, which contains high protein
concentration. E1 and E3 can be used in the development of agrochemicals for biotechnological
purposes. The ultrafiltration procedure fractionated the samples in a rapid and native way and at
alow cost; it also desalted, clarified, concentrated and purified both E1 and E3. This pioneering
study on the separomics and on the antimicrobial activity of macromolecular aqueous extracts
from “mil folhas” suggests that healing plants have great potential to develop non-harmful
agricultural natural agrochemicals, similarly to the available phytotherapic drugs.

Key words: Defense macromolecules, antimicrobial peptides, Ralstonia solanacearum,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, relative minimum inhibitory concentration.
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INTRODUGAO

Abusca pelo controle alternativo de pragas
e doengas na agricultura é estratégica para reduzir
0 uso de defensivos agricolas de alta toxicidade,
visando conciliar a produgao de alimentos seguros
e a preservagao ambiental (Farooq et al., 2011).
Plantas medicinais representam rica fonte de
compostos naturais a serem explorados para
identificar novos principios de defesa, incluindo-se
peptideos antimicrobianos (AMPs) e compostos
macromoleculares (Garcia-Olmedo et al., 2001;
Belting & Wittrup, 2009). Apesar do amplo uso em
humanos e da aceitagédo popular e técnica (Franco
& Fontana, 2006; Plantamed, 2010), as plantas
medicinais s&o pouco exploradas para identificar
defensivos de plantas.

Achillea millefolium L. (Asteraceae),
popularmente conhecida no Brasil como “mil
folhas” ou “milfélio”, € uma planta medicinal utilizada
mundialmente ha mais de 3.000 anos, especialmente
como extratos alcodlicos e dleos essenciais, pelas
propriedades fitoterapicas, incluindo-se cicatrizante
(Candan et al., 2003; Plantamed, 2010). Caravaca
(2000) descreveu a passagem historica da cura
de feridas de batalha por folhas de mil folhas.
Monografias no assunto encontram-se postadas
na Farmacopéia Portuguesa (Cunha & Roque,
2009) e na British Herbal Pharmacopoeia (1996).
Investigacdes fitoquimicas de extratos alcodlicos
levaram ao isolamento de pequenos metabdlitos,
como lactonas, sesquiterpenos e flavondides
(Sant’Anna et al., 2009), sugerindo o controle
de fitopatégenos pelos componentes do 6leo
essencial de mil folhas. Schwan-Estrada et al.
(2000) quantificaram a producédo das fitoalexinas
deoxiantocianidinas em mesocétilos de sorgo, e de
gliceolinas em cotilédones de soja, apds tratamento
com extratos de quinze plantas medicinais (incluindo-
se mil folhas), e apontaram o potencial uso desses
extratos no controle de fitopatégenos e na indugéo
de resisténcia das plantas contra doengas.

Nao foram, entretanto, localizados estudos
sobre macromoléculas antimicrobianas do extrato
aquoso, como peptideos e proteinas, envolvidas nas
atividades de mil folhas, ou avaliagdes funcionais
e estruturais dos constituintes. Poucos estudos
envolvem extratos aquosos de mil folhas (Frey &
Meyers, 2010; Kintzios et al., 2010).

Os AMPs menores que 10 kDa séao
descritos como ubiquos na natureza (Zhang &
Falla, 2006; Badosa et al., 2007; Montesinos,
2007). Muitos apresentam amplo espectro de agéao
contra bactérias gram-negativas, gram-positivas,
fungos, virus e, ou, protozoarios, sendo efetivos
em concentragdes tdo baixas quanto a milimolar
(Garcia-Olmedo et al., 2001). Podem se apresentar
como agregados antimicrobianos, com ac¢ao rapida
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e especifica sobre membranas, o que minimiza
a geracdo de patdgenos resistentes (Powers &
Hancock, 2003). Em plantas, os AMPs constitutivos
ou induzidos atuam como efetores da defesa
(Hancock & Rozek, 2002), e s&o classificados dentre
as proteinas “relacionadas a patogénese” (proteinas
“PR”). As PR6, PR12, PR13 e PR14 correspondem,
respectivamente, a inibidores de proteases (8 kDa),
defensinas (5 a 7 kDa), tioninas (5 kDa) e proteinas
transferidoras de lipideos (LTPs, 7 € 9 kDa) (Sels et
al., 2008). Macromoléculas proteicas também atuam
na defesa como sinalizadores moleculares, ou por
combinagbes proteicas moleculares que podem
mediar o transporte ou a acdo de compostos de
defesa (Juliano, 2007; Belting & Wittrup, 2009). Ha
interesse biotecnolégico nos AMPs, nas proteinas e
nos agregados proteicos como agentes potenciais
para o controle de fitopatégenos (Reddy et al.,
2004; Aerts et al., 2008; Belting & Wittrup; 2009),
especialmente contra bactérias gram-negativas, pois
acometem importantes culturas, e contra as quais
ha poucos defensivos disponiveis.

A prospeccdo de macromoléculas
biologicamente ativas de plantas é dificultada pela
alta complexidade bioquimica dos extratos aquosos
vegetais. Assim, as metodologias selecionadas
para o isolamento devem favorecer a recuperagao
de moléculas presentes em baixas concentragdes
relativas. A ultrafiltragdo se aplica com vantagens a
esse fim por ser uma técnica rapida, eficiente, nao
destrutiva, de baixo custo, e capaz de dessalinizar,
clarificar, purificar e concentrar simultaneamente as
amostras (Cheryan, 1986).

Dado o potencial biotecnoldgico, e visto
nao haver relatos que associem os peptideos
antimicrobianos e as proteinas de defesa as
propriedades antibacterianas descritas para mil
folhas, esse trabalho teve como objetivo obter
extratos aquosos de A. millefolium enriquecidos
em proteinas e peptideos, e avaliar o potencial
de inibicdo do crescimento de duas bactérias
fitopatogénicas, uma gram-negativa e uma gram-
positiva.

MATERIAL E METODO

Material biolégico

Folhas completamente desenvolvidas de A.
millefolium L. foram coletadas em margo de 2008, no
horto de plantas medicinais do grupo Entre Folhas,
na Universidade Federal de Vigosa (UFV), Casa 20
da Vila Gianeti, Vigosa - MG, Brasil. A identificacéo
da espécie foi por confrontagdo com a exsicata
ne 15.648 do Herbario VIC do Departamento de
Biologia Vegetal da UFV, Vigosa - MG. As folhas
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foram secas por quinze dias com desumidificador
e trituradas (moinho Pulverisette 14, Fritsh) a
14.000 rpm. As duas bactérias fitopatogénicas-
teste, Ralstonia solanacearum, gram-negativa, e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
gram-positiva, foram gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Bacteriologia de Plantas e Controle
Bioldgico do Departamento de Fitopatologia da UFV,
e culturas-estoque foram preparadas em meio (LB)
contendo glicerol 50% (v/v), e armazenadas a -80°C.

Preparo e fracionamento do extrato aquoso
proteico
O extrato aquoso de folhas secas de
A. millefolium foi preparado conforme Teixeira
et al. (2006) e Almeida et al. (2007; 2008) com
modificagbes, na proporgdo 1:20 (g de folhas:
mL de tampédo de extragcdo). As folhas (40g9)
trituradas foram maceradas em 50mM de Tris-
HCI, pH 7,0, contendo inibidores de proteases
(10 mM de acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), 1mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF), 1mM de benzamidina e 2mM de tiouréia).
O homogenato foi centrifugado (20.300 g, 30
min, 4°C), o sobrenadante foi sequencialmente
ultrafiltrado (Amicon Bioseparations, Millipore,
USA) em membranas com limites de exclusédo de
30, 10 e 1 kDa, recuperando-se as trés fragdes
retidas. Cada fragao foi precipitada com sulfato
de amdnio entre 35% e 75% de saturagao a 4°C,
respectivamente por 2 h e 16 h; cada precipitado
recuperado foi ressuspendido em Tris-HCl a 25 mM,
pH 7,0, dessalinizado e concentrado novamente
por ultrafiltracdo em membrana de 1kDa, até 2
mL. As fragcbes nomeadas E1 (com moléculas
maiores que 30kDa), E2 (moléculas entre 10 e
30kDa), e E3 (peptideos entre 1 e 10kDa) foram
recuperadas e utilizadas para eletroforeses e ensaios
antibacterianos. A proteina total foi determinada pelo
micro-ensaio do acido bicinconinico ajustado por
nosso grupo (Teixeira et al., 2006).

Eletroforeses desnaturantes de proteinas

e de peptideos
Eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%, desenvolvida a
100V, avaliou a presenga de proteinas maiores em
E1. As proteinas menores (E2) e os peptideos (E3)
foram avaliados por SDS-Tricina-PAGE (Teixeira et
al., 2006) em gradiente descontinuo de trés fases
(16,5% T,3% C;9,9% T,3% C; e 5,1% T, 2,6% C).
A corrida foi a 100 V por 15 min, 80 V por 20 min,
e entdo 60 V, perfazendo 6,5 h. Cada amostra
foi preparada com 10 ou 15 ulL de E1, E2 ou ES3,
visando comparar a constituicdo molecular relativa
dos extratos. Para a SDS-PAGE, foram utilizados 7
pug do marcador molecular Broad Range (BioRad,

USA), e, para SDS-Tricina-PAGE, 7ug de Ultra Low
Range (BioRad, USA). Os géis foram desenvolvidos
em cuba Mini Protean Il (BioRad, USA) e revelados
por coomassie blue.

Ensaios de inibicdo do crescimento das
bactérias in vitro
E1, E2 e E3 de A. millefolium foram
individualmente avaliadas contra R. solanacearum
e C. michiganensis subsp. michiganensis, em trés
concentragdes para cada fragdo. As bactérias em
culturas-estoque foram ativadas em 3mL de meio
LB liquido, a 28°C e sob agitagao, até A, 1,0. Para
o preparo do indculo, as bactérias foram novamente
cultivadas sob as mesmas condigbes. Os ensaios
antimicrobianos foram realizados em triplicata para
cada amostra, bactéria e concentragao, em placas
de 96 pocos, de fundo plano, estéreis e tampadas.
A cada pogo da placa foram adicionados 50uL de
meio LB concentrado duas vezes (2X), 10uL do
inéculo bacteriano e 40uL da fragao-teste (E1, E2
ou E3) com quantidades de extrato equivalentes a
extracao de 0,25g, 0,5g ou 1,0g de folhas secas.
Para o tratamento-controle da cultura, em auséncia
da amostra vegetal, foi utilizado o ensaio composto
por 50uL de meio LB 2X, 10uL de inéculo e 40
uL de tampao; como controle do meio, 50uL de
meio LB 2X e 50uL de tampé&o. As culturas foram
acompanhadas pelos valores de A,,, a cada duas
horas. Para normalizagcdo dos resultados, todas
as medidas de A, da curva de crescimento foram
subtraidas da medida de A, correspondente ao
tempo zero. Ainibigao foi estimada pela comparagao
dos valores de absorvancia das curvas obtidas
na presencga e na auséncia das amostras, cerca
de duas horas ap6s alcangar a fase de maior
crescimento bacteriano. A concentracao inibitoria
minima (CIM) foi estimada como a concentragao
molar da amostra (mM) suficiente para promover
100% de inibicao do crescimento de cada bactéria,
a partir das curvas de crescimento obtidas por
quatro concentragcbes da amostra, em ftriplicata.
Para os calculos de molaridade, foram considerados
valores de massas tedricas médias de 50, 20 e
5 kDa para as moléculas presentes em E1, E2 e
E3, respectivamente. A CIM especifica foi também
estimada em relacdo a massa do material vegetal
extraido (g de folhas secas extraidas L' de ensaio)
ou em relagdo a concentragao proteica das amostras
(ug de proteina mL-" de ensaio).

RESULTADO E DISCUSSAO

Atividades antibacterianas foram detectadas
nos trés extratos aquosos de A. millefolium (E1,
E2 e E3) contra duas bactérias fitopatogénicas,
uma gram-positiva e uma gram-negativa, com
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FIGURA 1. Atividade das fragcdes E1 (Ae D), E2 (B e E) e E3 (C e F) contra as bactérias Ralstonia solanacearum
(A, B e C) e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (D, E e F), avaliadas em trés concentragdes. As
amostras corresponderam aos extratos obtidos de (¢) 0,25 g, (®) 0,5g e (m) 1,0 g de folhas extraidas. O controle
do meio (A) correspondeu ao cultivo na auséncia da amostra e da bactéria, e o controle da cultura (A ), ao cultivo
na auséncia da amostra. Os valores de desvio padrao foram inferiores a 10%.

dependéncia de concentracao (Figura 1).

O crescimento de R. solanacearum foi
totalmente inibido pela fracdo macromolecular
E1 (contendo compostos maiores que 30 kDa),
nas duas maiores concentracbes avaliadas, e foi
inibido em 30% pela menor concentracdo, para
10 h de cultivo (Figura 1A). As inibi¢cdes por E2,
contendo moléculas entre 10 e 30 kDa, e pela fragéao
peptidica E3, contendo moléculas abaixo de 10 kDa,
foram inferiores a 20% nas condi¢cdes avaliadas
(Figuras 1B e 1C). Para C. michiganensis subsp.
michiganensis, em 16 h de cultivo, houve inibicdo
por E1 de 25, 44 e 70% para as trés concentragcdes
em ordem crescente; E2 e E3 promoveram inibigoes
inferiores a 30%. E1 e E3 foram as fra¢cdes mais
efetivas.

Os valores de concentragao inibitéria
minima (CIM), quando relativos a massa proteica
(CIMPROT) de E1 e E3 de A. millefolium para
R. solanacearum e C. michiganensis subsp.
michiganensis, foram inferiores a 3,0 g de proteina
L' ensaio (Figuras 2A e 2D).

A comparagao desses valores com os de
CIMPROT de compostos antimicrobianos relatados é
dificultada por tratar-se aqui de macromoléculas. Os

valores de CIMPROT para compostos menores sao
comparativamente mais baixos em fungéo do maior
numero de moléculas presentes em dada massa,
e CIMPROT para grupos moleculares diferentes nédo
devem ser comparados.

Os valores de CIM relativos a molaridade
(CIMMOL) foram estimados entre 20 e 80 uM para
E1 e E3, e para cerca de 400 uM para E2, para
ambas as bactérias (Figuras 2C e 2F). Esses valores
baixos de CIMMO- para E1 e E3 sao resultados
promissores para a prospeccao de fitodefensivos
macromoleculares e peptideos de defesa, ja que
muitos AMPs foram descritos como efetivos em
concentragdes tao baixas quanto milimolar (Garcia-
Olmedo et al., 2001; Zhang & Falla, 2006).

Os valores de CIM relativa a quantidade de
material vegetal extraido (CIMMAT em g de folhas
extraidas L' de ensaio) (Figuras 2B e 2E) permitiram
evidenciar a necessidade de grande quantidade
de material vegetal para obter maior atividade
antibacteriana de E3.

Aconcentragdo proteica de E3, 0,24 g L, foi
16 e 22 vezes inferior as presentesem E1 e E2, 3,84
e 5,23 gL, respectivamente, indicando a presenca
de peptideos muito ativos em E3 (Figuras 2C e 2F),
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FIGURA 2. Concentragéo inibitéria minima relativa a proteina total (CIMPROT, Ae D), a massa de folhas extraidas
(CIMMAT B e E) e a concentragéo molar (CIMMO-, C e F) das fragbes E1, E2 e E3 para Ralstonia solanacearum
(A, B e C) e para Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (D, E e F), apés 10 e 16 h de cultivo,

respectivamente.

de interesse para isolar e caracterizar AMPs. Mesmo
sendo muito efetivos, esses peptideos estavam em
muito baixas concentragoes em E3 e a atividade
antibacteriana especifica da fragéo foi baixa (Figuras
1C e 1F).

Assim, CIMPROT (Figuras 2A e 2D) e CIMMot
(Figuras 2C e 2F) podem ser utilizados como
indicativo da eficacia antimicrobiana das moléculas
contidas nos extratos, enquanto que os valores
de CIMMAT evidenciam a atividade antimicrobiana
total da fragdo (Figuras 1C e 1F). Observar que
extratos proteicos concentrados sédo desejaveis
pois, em geral, amostras proteicas diluidas sao
pouco estaveis bioquimicamente, e concentrar
macromoléculas em solugado tém alto custo. O
fracionamento do extrato aquoso de mil folhas
permitiu entdo selecionar E1 como uma fragéo
antimicrobiana efetiva, dado o baixo valor de CIMMAT
(Figuras 2B e 2E), e essa fracao € composta também
por molécula com alta atividade, visto os valores

baixos de CIMPROT e CIMMO- (Figuras 2A, 2C, 2D
e 2F). E2 ndo apresentou ac&o antimicrobiana
promissora, enquanto que E3 aplica-se como fonte
de peptideos de defesa para estudos.

O potencial de E1 contra bactérias
fitopatogénicas gram-positivas e gram-negativas tem
alto valor biotecnoldgico. Novos bactericidas para
uso na agricultura sao dificilmente disponibilizados
comercialmente, enquanto fungicidas eficazes e
modernos vém sendo ocasionalmente langados
(Lopes & Duval, 2007). Os valores de CIMPROT,
CIMMOL e CIMMAT para R. solanacearum por E1
foram 2,7 vezes inferiores aqueles observados
para C. michiganensis subsp. michiganensis, e
muitas bactérias fitopatogéncias gram-negativas
séo de dificil controle. Ha ainda interesse em AMPs
presentes em E3, pois esse extrato inibiu ambas
as bactérias, e apenas quatro das dez classes de
AMPs de plantas inibem bactérias gram-negativas
(Gartemann et al., 2003; Yao & Allen, 2007).
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Diferentes macromoléculas estao presentes
nos extratos apds as etapas de ultrafiltragao,
conforme as bandas proteicas resultantes das
separacoes eletroforéticas de E1, E2 e E3 (Figura
3). As intensidades das bandas reveladas nos géis
(Figura 3) refletem as concentragdes proteicas:
os volumes de 10 ou 15uL separados nos géis
equivaleram respectivamente a 38,4 e 57,7 ug
de proteina de E1 (linhas 1 e 2); 52,3 e 78,4 ug
de proteina de E2 (linhas 3 e 4) e 2,4 e 3,6 ug de
proteina de E3 (linhas 5 e 6).

Dimeros, trimeros e outras aglomeragdes
entre os peptideos parecem ocorrer, dada a
presenca de bandas entre 15 e 27 kDa e acima
de 30kDa no gel de E3 (Figura 3, linhas 5 e 6), o
que corrobora nossa sugestdo de aglomeragao de
peptideos que nao foram solubilizados durante o
preparo das amostras para o gel. Bandas de E1 com
MM abaixo de 30kDa (Figura 3, linhas 1 e 2) também
sugerem aglomeragédo em E1, seja entre os proprios
peptideos, ou deles com outras macromoléculas,
que séo liberadas sob as condi¢des desnaturantes
do gel. A formagéao de associagdes moleculares ou
aglomeragoes é descrita para muitos AMPs, dado
o carater parcialmente apolar, cerca de 50% de
residuos hidrofébicos e carga de superficie positiva
(Garcia-Olmedo et al., 2001).

A ultrafiltracao apresentou-se como
metodologia valiosa, pois clareou os extratos de mil
folhas pela eliminagéo de moléculas menores que 1
kDa, sob condi¢bes nativas; simplificou o conteudo
proteico, fracionou as moléculas por tamanho
e enriqueceu as fragbes contendo peptideos e
proteinas de defesa. Equipamentos comerciais,
de alto desempenho, baixo custo de aquisicao e

kDa MM-BR 1 2
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manutencgédo, e uso e condigdes ndo desnaturantes
estdo disponiveis (Cheryan, 1986). A area de
estudo que envolve o preparo e fracionamento
de amostras, nomeada “Separdmica” (Hey et
al., 2005) auxilia a prospecgdo de compostos de
interesse biotecnoldgico, visto que moléculas ainda
nao descritas podem estar presentes em baixas
concentragdes celulares. As inibicbes observadas
(Figuras 1 e 2) e os géis dos extratos (Figura 3)
confirmam a efetividade dessas separagoes.

Todas as plantas apresentam principios
ativos multiplos, pela presenca de moléculas com
diferentes valores de MM (Plantamed, 2010), e o
amplo potencial dos extratos vegetais como agentes
fitoterapicos € certamente resultante desse fato.
Os resultados evidenciaram a possibilidade de
utilizacdo de extratos macromoleculares soluveis,
especialmente E1, de A. millefolium e de outras
plantas medicinais, para desenvolver fitodefensivos
agricolas, a semelhanca de medicamentos
fitoterapicos em uso por humanos. Proteinas
simples ou associadas com peptideos ou outras
moléculas, ou associag¢des peptidicas de altas
massas moleculares podem corresponder a
principios ativos macromoleculares presentes nos
extratos de A. millefolium. Juliano et al. (2001) e
Belting & Wittrup (2009) relataram que a aplicagdo
terapéutica das macromoléculas é dificultada
pela limitada compreensdo dos mecanismos de
transporte, distribuigéo e estabilidade das mesmas,
sendo de interesse para o estudo da veiculagéo
e da acdo dessas drogas macromoleculares nos
organismos.

Empresas de biotecnologia buscam
principios ativos seguros para desenvolver produtos
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FIGURA 3. Perfil de separagéo da fragcao E1 por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
(A), e das fragbes E2 e E3 por SDS-Tricina-PAGE (B) do extrato aquoso de folhas de Achillea millifolium. As
amostras foram: MM-BR (kDa: 7uL do marcador Broad Range (BioRad). MM-LR (kDa): 7uL do marcador Ultra
Low Range (BioRad). Linhas: 10 e 15uL, respectivamente, das fragées E1 (linhas 1 e 2), E2 (linhas 3 e 4) e

E3 (linhas 5 e 6).
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inovadores. Assim, visualiza-se a aplicagéo
biotecnolégica desses extratos como defensivos
agricolas naturais ou caldas fitoprotetoras, para
aplicagao na prevengao da contaminagao de
sementes, no manejo pés-colheita de frutas e
de legumes, em produtos agricolas diversos
para a exportacdo, ou em cultivos protegidos de
hortalicas, dentre outros. Ha disponibilidade de
material-fonte, visto que A. millefolium é uma planta
medicinal para uso em humanos, de facil cultivo
e alta disponibilidade. Como extratos aquosos de
mil folhas foram pouco avaliados, ha certamente a
necessidade de estudos sobre possivel toxicidade
de humanos quando da ingestdo destes se
adicionados a alimentos, apesar de terem origem
proteica e serem originados de plantas ja em amplo
uso para humanos.

Assim, pode-se concluir que: 1) Adetecgao
de fragbes antimicrobianas macromoleculares
(E1, contendo moléculas maiores que 30 kDa, e
E3, contendo moléculas entre 1 e 10 kDa) de A.
millefolium, com dependéncia de concentragao, é de
grande valia para o desenvolvimento biotecnolégico
de agentes macromoleculares de defesa, e para
o estudo das proteinas ou das associagdes
peptidicas envolvidas, vistos os valores baixos
de CIM observados especialmente para E1;
2) para o estudo de fragdes antimicrobianas
macromoleculares, deve ser considerada a
quantidade das moléculas de defesa presentes no
material vegetal explorado (calculando-se CIMMAT) e
nao apenas a sua concentragao relativa as proteinas
(CIMPROT) ou relativa a molaridade (CIMMOY), o que
favorece a obtencao de fragbes macromoleculares
concentradas, ativas e estaveis; 3) E1 parece ser
mais vantajoso para uso como fitodefensivo, a
semelhanga de fitomedicamentos, enquanto que
provaveis peptideos antimicrobianos muito efetivos,
contidos em E3 na forma soluvel ou em E1 como
aglomerados, poderiam ser caracterizados e
superexpressos para a sintese de agentes de defesa
vegetal apos expressao heterdloga; 4) Estudos
moleculares dos constituintes antimicrobianos de
E1 e E3 de A. millefolium certamente auxiliarao a
obter modelos bioquimicos estruturais e funcionais
para desenvolver produtos de defesa naturais; 5)
O estudo de macromoléculas como agentes de
defesa € incipiente, requer ferramentas bioquimicas
e biotecnolégicas adequadas ao isolamento, a
identificagdo e as caracterizagdes bioquimica,
estrutural e funcional, e requer colaboragdes
e esforgos de especialistas para avaliar a
potencialidade do material em estudo.”
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