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Introducao

Resultados e Discussao

A ferrugem do café, principal doenca que afeta os cafeeiros, é causada
pelo fungo Hemilein vastatrix e é responsavel por causar grandes
prejuizos as plantacOes e perdas econOmicas. Além do uso de
fungicidas para o controle da doenga, o uso de cultivares resistentes é
uma opcao, mas cultivares com resisténcia duradoura tém sido um
desafio para os produtores. Nesse contexto, as abordagens baseadas
em RNA de interferéncia ganharam destaque como uma opgdo para o
controle de H. vastatrix.

Objetivos

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de protocolos de
extracdo de dsRNA e a producgdao de formulacdao a base de dsRNA
encapsulado para Hemileia vastatrix.

Material e Método

Um gene essencial de H. vastatrix foi selecionado por meio de gendmica
comparativa e primers especificos foram desenhados e usados em
reacOes em cadeia da polimerase (PCR) para testar sua especificidade.
A sequéncia alvo foi ligada ao vetor de clonagem de plasmideo
pGEM®-T Easy e o vetor foi transformado por choque térmico em
DHba e, posteriormente, em E. coli HT115 (Figura 1). A extracao de
DNA de plasmidial das bactérias transtformadas foi realizada pelo
método de lise alcalina e esses plasmideos foram sequenciados para
confirmar que a transformacdo fosse confirmada. A producdo de
dsRNA heterologo foi realizada em meio LB contendo antibidticos
seletivos e IPTG. A sintese de cDNA para uso em PCR foi realizada
para confirmar a expressao do gene alvo. Por fim, foi produzido uma
formulacao contendo o dsRNA para aplicacao em folhas do cafeeiro.

O alvo selecionado foi uma polimerase que provou ser especifica para
H. vastatrix. A bactéria HT115, deficiente em genes de RNAse III e
responsavel pela degradacdo de dsRNA, foi eficientemente
transformada com o gene alvo, resultando em um rendimento
consideravel de producdo de dsRNA. O sequenciamento dos
plasmideos confirmou a transformacao e a sintese de cDNA seguida de
PCR validou a expressao dessas moléculas (Figura 2). Com o dsRNA
produzido e devidamente confirmado, foi possivel produzir a
formulacao com o encapsulamento foi validada em casa de vegetacao e
em campo.
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Figura 1: a) Placa da bacteria DHb5a ap0s a transtormacdo. As coldnias brancas sdo as transformadas e as
azuis sao as ndo transformadas. b) Gel de agarose de 1% da miniprep apds a multiplicacdo das coldnias de
bactérias transformadas (A, B, C e D).

Figura 2: a) Gerbox com os discos das folhas que foram aplicadas a formulacdo contendo dsRNA para
Hemileia vastatrix. B) Gerbox com o controle negativo, sem a presencga de formulacdo.
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Portanto, pode-se concluir que nesse trabalho foram desenvolvidos
protocolos eficientes de extracao e purificacdo do dsRNA em bactérias
E. coli. e, com isso, essa metodologia poderd ser usada para
silenciamento génico por meio do mecanismo de RNAi e visando
apenas a inativacao do patoégeno.
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