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Introducao

Meloidogyne javanica é uma das espécies de nematoides-das-galhas de
maior importancia fitossanitaria, causando perdas econdmicas
significativas todos os anos. Atualmente, a principal estratégia de
manejo se baseia na aplicacdo de nematicidas quimicos, que
frequentemente apresentam riscos ambientais e toxicidade ao
manipulador e a propria plantacdo, além de induzirem o surgimento de
linhagens resistentes. Na busca de alternativas mais sustentaveis,
abordagens de silenciamento de genes essenciais utilizando RNA de
interferéncia (RNAi) tém sido extensivamente estudadas e muito bem-
sucedidas para diferentes tipos de fitopatdégenos, podendo ser também
uma alternativa vidvel no controle de fitonematoides.

Resultados e Discussao

Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma formulacao de
dsRNA para o controle de nematoide-das-galhas (M. javanica) por RNA
de interferéncia.
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Figura 1. Eletroforese do dsRNA
extraido por precipitacdo com
etanol (a), com Trizol (b) e do
dsRINA sintetizado in vitro (c).

Figura 2. Eletroforese das
extracoes de dsRNAs produzidos
por inducao com diferentes
concentracoes de IPTG.

Conclusoes

Material e Métodos

2. Extracao de ovos e J2 por trituracao das raizes
nematoides em raiz de com NaOCl 0,5%, flotacdao com argila e
tomate Santa Clara sacarose, centrifugacao e filtracao

3. Extracdo de RNA total, 4. Amplifica¢do do gene-
tratamento com DNase e alvo por PCR convencional

sintese de cDNA l
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6. Multiplicacdo e extracdo 5. Clonagem do gene-alvo em pGEM-T

6. Inducao da expressao
de dsRNA com IPTG
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7. Purificacdo do dsRNA,

tratamento com DNase e sintese 8. Sintese in vitro de dSRNA
de cDNA 9. Padronizagao da quantificagao por gPCR

5. Transformacao de FE. coli

HT115 por choque térmico o
choque térmico

Copies per reaction (Ct)
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consorcio

Neste trabalho, dsRNA para controle de M. javanica toi produzido in
vivo em grande quantidade, através de sistema bacteriano (validado
por eletroforese e PCR) e por sintese in wvitro, utilizando um kit
comercial. Ensaios biologicos preliminares foram iniciados, mas nao
foram totalmente padronizados e nao renderam resultados
conclusivos, portanto a atividade das moléculas de dsRNA ainda
precisa ser validada em estudos futuros, tanto na forma livre quanto
encapsuladas.
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