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EXPRESSÃO EM SISTEMAS HOMÓLOGOS E HETERÓLOGOS DE MEMBROS DA FAMILIA DE DEFENSINAS DE Arabidopsis 
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As defensinas correspondem a um grupo de peptídeos antimicrobianos ubíquos na natureza, sendo parte de uma defesa antiga, flexível e econômica, com amplo espectro de ação antimicrobiana e não tóxicas para animais. São catiônicas, com quatro pontes dissulfeto e mecanismo de ação por rompimento da membrana do patógeno. Treze supostos genes de defensinas (PDF), presentes no genoma de Arabidopsis thaliana, codificam onze diferentes defensinas. Dois genes adicionais aparentemente codificam precursores de defensinas. Este trabalho descreve a expressão de diferentes formas de defensinas de Arabidopsis thaliana usando um sistema de expressão em bactéria para uma posterior caracterização bioquímica e estrutural. Três dos genes putativos das defensinas, denominados PDF1.2, PDF1.4 e PDF 2.3, foram clonados individualmente e sem a seqüência do peptídeo sinal putativo (SPO), em dois vetores de expressão, pDEST15 (pGST) e pDEST17 (pHis), resultando em genes quiméricos fusionados com um gene de GST ou extensões de His. Esses clones foram confirmados por PCR. Posteriormente, foi feita a transformação de E. coli BL21 (DE3) com as construções pGST-SPO-PDF1.4, pGST-SPO-PDF2.3 e pHis-SPO-PDF1.2 e a síntese das proteínas recombinantes foi avaliada em diferentes condições de crescimento bacteriano. A indução da T7 polimerase (SDS-PAGE) indicou que o crescimento e as condições de indução foram efetivos, ativando o promotor lac. No entanto, as proteínas recombinantes se acumularam em níveis muito baixos nos sistemas heterólogos. Anticorpos estão sendo preparados contra a proteína GST para confirmar a indução das proteínas fusionadas a GST. As defensinas também foram clonadas em vetores binários (pK7WG2 e pCTAPi), para a transformação em plantas como proteínas intactas e proteínas recombinantes fusionadas a um domínio da proteina A, respectivamente. A expressão das defensinas em sistemas homólogos e a subseqüente purificação das proteínas permitirá validar a efetividade de E. coli em produzir defensinas recombinantes. (CNPq; FAPEMIG; RENABIME) 

