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Resumo:

Os AMPs sdo pequenas seqiiéncias de peptideos que constituem a primeira etapa de defesa dos organismos contra a invasédo de patégenos. Os
mecanismos geralmente propostos para a atividade destes peptideos envolvem a alteracdo da membrana celular pela formagao de poros ou por
outros tipos de perturbacdo a estrutura da membrana. Os genes que codificam proteinas antifingicas vém sendo utilizados na agroindustria para
modificagdo e melhoramento de plantas resistentes ao ataque de fungos. Essas proteinas também estdo sendo testadas por indUstrias
farmacéuticas, com o intuito de se obter novas drogas que poderéo ser utilizadas no combate a infecgdes humanas causadas por fungos. O objetivo
do presente projeto € isolar genes diferencialmente expressos entre flores e folhas de Lippia sidoides a fim de conhecer o transcriptoma dessas flores
e identificarmos genes codificadores de AMPs, com expresséo diferencial, através da construcdo de uma biblioteca subtrativa de cDNA. Dessa forma
poderemos utilizar estes AMPs no combate principalmente do fungo Botrytis cinerea que ataca muitas lavouras, como a de morango. Os genes
pertencentes as flores (tester) diferencialmente expressos, quando comparados aos genes presentes nas folhas (driver), foram amplificados. Apés
duas reacdes de PCR as sequiéncias ndo diferenciais foram suprimidas e subtraidas, de maneira que o produto do PCR continha apenas cDNA de
flores diferencialmente expressos. Pouco foi subtraido nas duas hibridizag6es, supostamente devido a propor¢do de mRNA. A populagdo de RNAtotal
possivelmente gerou um nimero maior de hibridizagdes do que o desejado, ndo sendo o cDNA restante composto apenas de cDNA diferencialmente
expresso. O produto de PCR foi ligado ao vetor pPGEMTeasy e transformado em linhagem de células competentes. Foi realizada a extragéo plasmidial
de alguns clones isolados, com posterior quantificacdo e digestdo com EcoRI para liberar o inserto do plasmidio. O intuito dessa digestéo foi
assegurar, antes do sequenciamento, quais os clones receberam o inserto com o cDNA diferencialmente expresso de flores de L. sidoides.
Entretanto, ainda néo foram obtidas sequiéncias correspondentes ao cDNA obtido pela biblioteca SSH de L. sidoides. O estudo segue em andamento.
Novas estratégias de amplificagbes serdo tracadas, a fim de se obter produtos de PCR SSH correspondentes as AMP’s; bem como a confirmagéo da

sua atividade antifingica.



