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Introducao

Resultados e Discussao

O Brasil é o maior produtor e exportador de caté do mundo. A
ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix, é a
principal doenca que acomete a cultura. Cultivares com resisténcia
durdvel a ferrugem tem sido um constante desafio, pois ao longo do
tempo novas racas do patdogeno surgem com a capacidade de
suplantacdo da resisténcia. Dessa forma, o desenvolvimento de novas
metodologias, com maior especificidade, menor potencial de indugao
de resisténcia e sustentaveis, sao necessarias para o controle da
doenca. Assim, abordagens baseadas em RNA de interferéncia (RNA1)
tem ganhado destaque nos ultimos anos.

Objetivos

O objetivo deste estudo foi a transformacao, selecao e validagao
da expressao de dsRNA em bactéria Escherichia coli HT115 com
complementaridade a um gene alvo essencial para H. vastatrix.

Material e Método

O gene alvo escolhido, uma Helicase (HEL3), foi selecionado por
meio de gendmica comparativa e os primers foram sintetizados por
uma empresa especializada. A especificidade do alvo foi testada por
meio de reacao em cadeia da polimerase (PCR). A sequéncia foi
recombinada em vetor de clonagem plasmidial pGEM®-T Easy e
transformada por meio de choque térmico em bactérias E. coli DHba. A
extracao do DNA plasmidial das coldnias de bactérias transformadas
foi realizada pelo método de lise alcalina. A transtformacdo em E. coli
HT115, utilizando os plasmidios extraidos da bactéria DH5a, também
foi realizada por meio da metodologia de choque térmico. Um resumo
das metodologias utilizadas estd esquematizado na Figura 1.

A) Analises de genomica C) Ligacdo em vetor de clonagem
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Figura 1: A) Selecao do alvo por
meio de genOmica comparativa.
B) Desenhos de primers
especificos para o gene alvo
HEL3. C) Ligacao no vetor de
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O gene alvo HEL3 se mostrou especifico para o patogeno e
ausente na planta hospedeira. Foi wutilizada a estratégia de
transtormacao primeiro em E. coli DHba (Figura 2) e depois em E. coli
HT115, pois toi observada uma maior eficiéncia de transformacao do
que na transtormacao direta. A HT115 é bem adaptada a cultivo em
fermentadores industriais. Esta bactéria é deficiente de genes de
RNAse III, responsavel pela degradacao de dsRNA, resultando em
significativos rendimentos de producao desta molécula. A PCR,
utilizando o plasmideo e o primer especifico para o alvo, confirmou a
transtormacao (Figura 3). AR

Figura 3: Gel de agarose 1% do
resultado da PCR utilizando os
plasmideos e o primer especifico do
alvo HEL3. Todas as coldnias
selecionadas (A, B e () foram
transformadas com eficiéncia. MM:
marcador de peso molecular de 100

pares de base. CP: Controles positivo
(cDNA de H. vastatrix).

Figura 2: a) Placa de bactérias DHba apo6s
protocolo de transformacao. Colonias azuis
sdo bactérias nao transformadas e coldnias
brancas sao as bactérias transtormadas. b)
Gel de agarose 1% da miniprep realizada
apO0s a multiplicacdo de quatro colonias
brancas (A, B, C e D) teoricamente
transformadas.

Conclusoes

Dessa forma, foram obtidas colonias de E. coli HT115
transtformadas com o gene alvo HEL3 que poderao ser utilizadas para
a producdo de dsRNA em larga escala para o uso em metodologias de
RNAi, que visam o silenciamento de genes essenciais do patoégeno.
Ainda, as moléculas de dsRNA possuem o potencial para serem
utilizadas em formulacdes de defensivos agricolas para o controle de
H. vastatrix no campo.
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