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Resumo 

O arroz (Oryza saliva) é uma planta de grande importância alimentar 
sendo o alimento básico da dieta de mais da metade da população mundial. O 
fungo Magnaporthe oryzae é o patógeno responsável pela doença brusone do 
arroz que causa graves prejuízos a cultura dessa planta. A quitina é um dos 
principais polissacarideos constituintes da parede celular dos fungos e é muito 
importante para a sua viabilidade. A quitina sintase é a enzima que polimeriza 
esse polissacarídeo e existem até sete classes dessa proteína em fungos. O 
presente trabalho buscou a construção de um vetor para a transformação de 
arroz que produza moléculas de dupla fita de RNA (dsRNA) correspondentes à 
parte da seqüência do produto de dois genes da quitina sintase de M. oryzae 
com o objetivo de tornar a planta resistente a esse fungo ao desencadear o 
processo de interferência por RNA (RNAi). Como alvos para o silenciamento 
gênico por RNAi foram utilizado os genes das quitinas sintases de classe I e 111. 
Para a obtenção dos fragmentos dos genes da quitina sintase e para a 
construção do vetor foram delineados oligonucleotídeos para a amplificação de 
parte desses dois genes. Com o objetivo de ordenar os dois fragmentos em 
tandem foi utilizada uma região de seqüência comum entre os genes para a 
delineação do oligonucleotídeo reverse de um gene e Foward do outro. O RNA 
total do fungo foi extraído e posteriormente foi sintetizado o cDNA utilizando o 
oligonucleotídeo T25V. Os fragmentos foram então amplificados utilizando os 
oligonucleotídeos específicos de cada gene. Os produtos dessa reação foram 
utilizados juntos em uma nova reação de PCR para a formação da seqüência 
em tandem. Esse fragmento foi então inserido no vetor pENTR-D/TOPO e 
posteriormente recombinado no pANDA que é específico para a produção de 
moléculas de dsRNA. 

Palavras-chave: Magnaporthe oryzae; fitopatógenos; Oryza saliva; Quitina 

sintase; RNAi. 
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1. Introdução 

O arroz ( Oryza satíva) é uma planta de grande importância alimentar já 

que é um elemento básico da dieta de mais da metade da população mundial, 

fazendo parte de 27% da energia e 20% das proteínas consumidas per capíta 

nos países em desenvolvimento (1). Na Ásia mais de dois bilhões de pessoas 

obtém de 60 a 70% das calorias consumidas através do arroz (2). 

A produção brasileira de arroz está entre as dez maiores do mundo (3). 

Para o ano de 2008 a colheita nacional é estimada em 11 ,995 milhões de 

toneladas, sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor nacional respondendo 

por 59,7% deste montante, cerca de 7,1 milhões de toneladas (4). Estima-se que 

a produção mundial de arroz deverá crescer 40% até 2030 para atender a 

demanda mundial por esse cereal (5). Esse crescimento irá enfrentar um cenário 

ambiental com um número cada vez menor de áreas cultiváveis e de recursos 

hídricos disponíveis (5). 

Doenças e pragas de insetos que afetam o arroz são responsáveis pela 

redução de até 25% de sua produção mundial de acordo com dados das nações 

unidas (5). Entre as mais sérias doenças que afetam o arroz está a brusone 

causada pelo fungo filamentoso Magnaporthe oryzae. Em 2002 duas linhagens 

distintas de Magnaporthe grisea foram identificadas e descritas como diferentes 

espécies (6). As linhagens associadas ao gênero Digitaria mantiveram a 

nomenclatura original e as linhagens associadas ao arroz e a outras gramíneas 

relacionadas receberam o nome científico de M. oryzae (6). 

A brusone do arroz causa anualmente perdas de 1 O a 30% da colheita 

desse cereal (7). No Japão a brusone causa perdas de até um quarto da 

produção e demanda gastos da ordem de 1 .8 milhões de Euros na utilização de 

fungicidas (5). No Brasil e no Rio Grande do Sul é considerada a doença mais 

importante que afeta as lavouras de arroz (8, 9). 

Fungicidas, cu ltivares resistentes, práticas ·agronômicas e técnicas de 

biotecnologia têm sido desenvolvidas e utilizadas como controle dessa doença 

(5, 8). No Rio Grande do Sul a principal estratégia de controle tem sido o uso de 
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cultivares resistentes devido ao impacto ambiental que o uso de fungicidas 

proporciona (8), entretanto por causa da grande variabilidade existente nas 

linhagens do fungo M. oryzae (1 O) estas plantas tem a resistência perdida após 

alguns anos de cultivo. 

A brusone do arroz atinge todos os estágios de desenvolvimento do arroz 

desde a semente até a planta madura em praticamente todos os tecidos, 

infectando principalmente as folhas, o caule e as panículas (brusone do 

pescoço). A brusone do pescoço é a principal causa de perdas na lavoura já que 

provoca diminuição na produção de grãos (5, 11, 12). 

O ciclo de vida do fungo M. oryzae tem início com a adesão do esporo na 

superfície do tecido da planta. Após uma rápida germinação (cerca de duas 

horas) ocorre a diferenciação do tubo germinativo em apressório, essa estrutura 

será a responsável pela penetração do fungo aos tecidos da planta rompendo a 

cutícula, atravessando a parede celular da epiderme e formando a hifa de 

infecção após 24 a 30 horas do inóculo (5). Dentro das células da epiderme 

ocorre a formação de hifas de crescimento secundárias que resultarão na 

colonização do tecido invadido e na formação de lesões necróticas após 5 a 6 

dias do inóculo, ocorrendo a destruição do tecido e o início da esporulação do 

. fungo (5). Os esporos serão dispersos pelo vento, disseminando a doença. 

A parede celular dos fungos tem função tanto na sua proteção, como uma 

barreira inicial de contato a ambientes hostis, quanto na infecção do hospedeiro, 

abrigando muitas moléculas hidrolíticas e tóxicas necessárias a invasão do nicho 

ecológico pelo fungo (13). A parede celular dos fungos filamentosos é composta 

por alguns tipos de polissacarídeos sendo a quitina, um polímero de N-acetil­

glicosamina, um dos seus constituintes principais (14). Durante o crescimento 

vegetativo sua síntese ocorre na ponta das hifas, em pontos de ramificação e 

nos septos (14). A quitina tem importância fundamental na viabilidade dos 

fungos e já foi documentado que a inibição da síntese de quitina leva a morte 

celular (15). 

A quitina sintase (QS) é a enzima responsável pela produção desse 

polissacarídeo. Quitina sintases de fungos filamentosos e leveduras podem ser 
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divididos em até 7 classes de acordo com a sua seqüência de aminoácidos (15, 

16, 17). Em alguns fungos filamentosos tem sido demonstrado que cada quitina 

sintase de um organismo contribui diferentemente para a morfogênese e 

viabilidade desse organismo (14, 15, 16). 

No fungo filamentoso Aspergillus nidulans um estudo demonstrou que a 

quitina sintase de classe 111 parece ser a mais importante para o 

desenvolvimento vegetativo e duplo mutantes para os genes de quitina sintase 

de classe I e 111 foram os que desenvolveram a menor densidade de hifas e uma 

menor massa celular (1 4). Em um estudo de identificação de quatro genes de 

quitina sintase de M. oryzae foi verificado que os genes que codificam as quitina 

sintases de classe I, 111 e IV (Tabela 1) são expressos durante todo o ciclo de 

vida do fungo, sendo o gene da quitina sintase de classe I o de maior nível de 

expressão (18). 

O RNA de interferência (RNAi), também conhecido como silenciamento 

gênico pós-transcricional, esta presente nas células de virtualmente todos os 

organismos multicelulares (19). Desde sua descoberta em 1998 evidências de 

diferentes tipos de silenciamento gênico mediados por RNAs de dupla fita 

(dsRNA) tem sido correlacionadas com a degradação de RNA mensageiro 

(mRNA), inibição da tradução, modulação da cromatina, metilação de DNA, 

silenciamento de DNA não pareado durante a meiose e mais drasticamente 

eliminação de DNA (20). 

Em M. oryzae o processo de RNAi ocorre principalmente por degradação 

do mRNA sendo a molécula de dsRNA em grampo a mais eficiente para 

indução do processo de silenciamento gênico (21). O processo de silenciamento 

que envolve a degradação do mRNA é iniciado a partir de um RNA de fita dupla 

(dsRNA) que é reconhecido por uma enzima da família RNaselll (Dicer) que 

cliva o dsRNA em fragmentos de 19 à 23 nucleotídeos (siRNAs). Posteriormente 

estes fragmentos serão reconhecidos pelas proteínas do complexo RISC e 

então iniciará a degradação do mRNA alvo através de sua hibridização à 

seqüência do siRNA (22). 
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Tabela 1. Quatro genes de quitina sintase de M oryzae com suas respectivas classes de quitina 
sintase codificadas e números de acesso. 

Classe de QS Genes de M. oryzae Número de acesso 

I CHS3 X96415.1 

li CHS1 X96413.1 

111 CHS2 X96414.1 

IV CHS4 X96416.1 
-Em negnto estao 1nd1cados os genes clonados neste trabalho. 
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2. Objetivos 

Este trabalho visa clonar fragmentos de dois genes de quitina sintase de 

Magnaporthe oryzae em um vetor plasmidial para a transformação em arroz 

(pANDA), com o intuito de gerar uma planta capaz de produzir moléculas de 

RNA de dupla fita (dsRNA) em grampo que terão como alvo dois genes da 

quitina sintase de classe I e 111 (expressos durante todo o ciclo de vida do 

organismo), produzindo uma linhagem potencialmente resistente à esse fungo. 
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3. Metodologia 

3.1. Material biológico 

Esporos de linhagens do fungo Magnaporthe oryzae (cultivares Fanny, 

Chuí, CICA 8 e Dular), cedidas pelo Dr. Gustavo R. D. Funck do IRGA (Instituto 

Rio Grandense do Arroz), foram cultivadas em meio semi-sólido de batata­

dextrose-ágar (BOA) durante uma semana à temperatura ambiente em um foto­

período de 12 horas de luz e posteriormente conservados na geladeira a 14°C. 

As culturas do fungo foram renovadas a cada mês em novos meios de cultivo. 

3.2. Extração de ácidos nucléicos e síntese de cONAs 

O DNA plasmidial de linhagens de Escherichia coli foram extraídos 

utilizando o Purelink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (lnvitrogen) conforme as 

instruções do fabricante. 

Aproximadamente 50 Jll de hifas dos estoques de M. oryzae em meio 

semi-sólido foram inoculadas em três tubos contendo 5 ml de meio Luria­

Bertani (LB) líquido, sem antibióticos, a temperatura ambiente durante 3 dias. 

Após esse período, 3 alíquotas de aproximadamente 0,25 ml de hifas foram 

coletadas e extraídas com 1 ml de reagente Trizol (lnvitrogen) para a obtenção 

do RNA total (conforme as instruções do fabricante). 

A síntese de cDNA foi realizada utilizando uma alíquota de 

aproximadamente 500 ng de RNA total e 1 j.lg do oligonucleotídeo T25V. Essa 

mistura foi desnaturada a 70°C por cinco minutos e imediatamente conservada 

em gelo. Posteriormente foram adicionados 200 U de transcriptase reversa 

MMLV (Promega). o tampão da enzima. 1 J.ll de dNTP (5 j.!M) e água para 

completar o volume final de 50 j.!l da reação que foi incubada a 40°C por uma 

hora. 

3. 3. Ferramentas de bioinformática 

Para o delineamento de oligonucleotídeos iniciadores (Tabela 2) foram 

utilizados os programas Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/) e Oligo Analyzer. Para 
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o alinhamento de seqüências de aminoácidos e nucleotídeos entre os produtos 

dos genes de quitina sintase de M. oryzae com o objetivo de delimitar o produto 

de amplificação dos dois genes foi utilizado o software Vector (lnvitrogen). Para 

a confirmação das seqüências gênicas clonadas foi utilizado o banco de dados 

do NCBI (National Center for Biotechnology lnformation, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

3. 4. Reações de PCR 

As reações de PCR foram realizadas utilizando aproximadamente 50 ng 

de DNA (500 ng para cDNA), 0,5 U de Platinum® Taq DNA Polymerase 

(lnvitrogen), tampão da enzima, 1 111 de cloreto de magnésio (50 mM), 1 111 de 

DNTP (5 mM), 1 J.!l de cada oligonucleotídeo iniciador (1 O 11M) e água em um 

volume final de 20 ~d . As condições de PCR foram as seguintes: desnaturação 

inicial de 5 min. a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 50°C e 30 s 

a 72°C e mais um período de 5 min. a 72°C. Para amplificar os produtos maiores 

que 1000 pb, o tempo de elongação foi aumentado para 90 s. O tamanho dos 

produtos de amplificação foi confirmado por eletroforese em gel de agarose 

1,5%. Os produtos de PCR foram corados com SYBR® Green I (Molecular 

Probes), adicionado ao tampão de amostra. A análise de produtos de 

amplificação maiores que 1000 pb foi realizada em gel de agarose 1 %. 

3.5. Clonagem dos produtos de PCR nos vetores pGEM-T Easy, 

pENTR/0-TOPO e pANDA 

A ligação do produto de PCR desejado em pGEM-T Easy foi realizada 

através de reação contendo a enzima T 4 DNA ligase, conforme instruções do 

fabricante (Promega). O produto dessa reação foi transformado por 

eletroporação (22) na linhagem XL 1 de Escherenchia co/i. As bactérias 

transformadas foram incubadas por 18 horas a 37°C em meio LB-ágar contendo 

ampicilina (100 )lg/ml), 20 ~d iPTG e 40 ~LI X-Gal (22) para a seleção dos clones 

que possuíam o plasmídeo com o inserto de interesse. 
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A ligação do produto de PCR desejado no vetor pENTR-0/TOPO foi 

real izada seguindo as instruções do fabricante (lnvitrogen). O plasmídeo foi 

transformado por choque térmico (22) em linhagens One Shot® Chemically 

Competent de E. co/i (lnvitrogen). As bactérias transformadas foram incubadas 

em meio LB-ágar contendo canamicina (100 ~Lg/ml ) por 18 horas a 37°C para a 

seleção dos clones com o plasmídeo de interesse. 

O inserto do vetor pENTR/0-TOPO foi recombinado no vetor pANDA 

uti lizando a enzima LR clonase conforme instruções do fabricante. O produto 

desta reação foi transformado em E.coli One Shot® Chemically Competent 

(lnvitrogen) por choque térmico (22). As E. co/i transformadas foram incubadas a 

37°C por 18 horas em meio LB-ágar contendo canamicina e higromicina (ambas 

a 50 ~g/ml) para a seleção dos clones que possuíam o plasmídeo de interesse. 

3. 6. Perfil de restrição 

As reações com a enzima de restrição Hindlll foram realizadas utilizando 

aproximadamente 250 ng do DNA plasmidial, 50 U de Hindlll , tampão da enzima 

e água para completar um volume final de 15 ~1. Essa mistura foi incubada a 

37°C por 2 horas. O DNA digerido foi corado com SYBR® Green I (Molecular 

Probes), adicionado ao tampão de amostra, e submetido à eletroforese em gel 

de agarose 1%, para a confirmação do perfil de restrição dos clones obtidos. 

3. 7. Seqüenciamento de DNA 

As reações de seqüenciamento foram realizadas utilizando 2,5 pmoles do 

oligonucleotídeo desejado, aproximadamente 100 ng de DNA plasmidial e água 

em um volume final de 3 ~1. A essa mistura ·foi adicionado 0,25 ~I do marcador 

BigDye Terminator® v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems) , 2 ~I do 

tampão do marcador e 4,75 ~I de água em um volume final de 10 ~1. O 

seqüenciamento foi realizado utilizando o aparelho ABI 31 O Genetic Analyzer. As 

condições de seqüenciamento foram: desnaturação inicial de 3 min. a 96°C 

seguida de 25 ciclos de 1 O s a 96°C, 5 s a 55°C e 4 min. a 60°C. O 
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Eletroferograma foi interpretado através do Software Sequence Analysis versão 

5.1 (Applied Biosystems). 

Tabela 2. Lista de oligonucleotídeos. 

Oligonucleotídeo Seqüência de nucleotídeos 

CHS3fa 5'-TAA TACGACTCACT AT AGGGACCA TGT ACAA TGAGGATGAG-3' 

CHS3r 5'-T AA TACGACTCACTAT AGGGGA TCTCGCCACAGGCTCC-3' 

CHS2f 5'-CACCCTATGTATAATGAGGACAAG-3' 

CHS2r 5' -GTGGTGTACTCGAAAA T ATG-3' 

CHS3fb 5'-CATATTTTCGAGTACACCAC-3' 

GUSr 5'-ATCCACGCCGTATTCGG-3' 

GUSrf 5'-CGAA TACGGCGTGGA T -3' 

GUSfr 5' -CGT AAGTCCGCATCTTCATG-3' 

M13 5' -CAGGAAACAGCT A TGAC-3' 

Universalf 5'- GTTGTAAAACGACGGCCAGT-3' 

Universal r 5' -CACAGGAAACAGCT ATGACC-3' 
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4. Resultados e discussão 

A identificação de uma região conservada na seqüência de aminoácidos 

entre o produto dos genes CHS2 e CH$3 (Tabela 1) foi realizada (dados não 

apresentados) com o objetivo de delimitar na seqüência de nucleotídeos 

correspondente a região a ser amplificada por PCR para a formação de 

fragmentos desses dois genes. 

Para a amplificação do fragmento do gene CHS3 foram utilizados os 

oligonucleotídeos CHS3fa e CHS3r (Tabela 2). O fragmento amplificado (571 pb) 

a partir do cDNA do fungo M. oryzae foi clonado no vetor pGEM-T Easy. Foi 

realizada reação de PCR com os primers CHS3fa e CHS3r para a confirmação 

da inserção do fragmento do gene CHS3 ao plasmídeo (Figura 1). Também foi 

realizado o seqüenciamento desse vetor com a utilização dos oligonucleotídeos 

Universalf e Universalr (Tabela 2) que confirmou a clonagem do fragmento 

(dados não apresentados). 

Figura 1. Gel de agarose 1,5% confirmando o tamanho de banda esperado (571 pb) da 
amplificação por PCR realizada com o do vetor pGEM-T Easy contendo o fragmento do gene de 
CHS3 e os oligonucleotídeos CHS3fa e CHS3r. 1. Padrão de DNA contendo múltiplos de 1 00 
pb. 2. Produto da reação de PCR 

Para a amplificação do fragmento do gene CHS2 foram utilizados os 

oligonucleotídeos CHS2f e CHS2r (Tabela 2). O fragmento (278 pb) , amplificado 

em reação contendo o cO NA de M. oryzae, foi · misturado ao produto de 

amplificação de 304 pb obtido por PCR com os oligonucleotídeos CHS3fb e 
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CHS3r (Tabela 2) e o vetor pGEM-T Easy com o inserto do gene de CHS3 

(Figura 2). 

a) b) 

CHS2f 
q 

GeneCHS2 

<==:J 
CHS2r 

CHS3fb 
~ 

GeneCHS3 
<;:::::J 
CHS3r 

Figura 2. a) Esquema representando o anelamento dos iniciadores nos genes de QS 
destacando a região de hibridização dos oligonucleotídeos CHS2r e CHS3fb em uma região 
homóloga para os dois genes. b) Gel de agarose 1,5% que confirma os tamanhos esperados 
para os dois fragmentos. 1. Padrão de DNA contendo múltiplos de 100 pb. 2. Fragmento do gene 
CHS2. 3. Fragmento do gene CHS3. 

Os oligonucleotídeos CHS2r e CHS3fb foram delineados a partir de uma 

região de 20 pb com alta homologia entre as seqüências dos genes CHS2 e 

CHS3 (Figura 3). 

Figura 3. Alinhamento da seqüência dos genes de quitina sintase CHS2 e CHS3, com destaque 
para a região de 20 pb com alta homologia entre as duas seqüências (a exceção de um par de 
bases). Com base nessa região foram delineados os oligonucleotídeos CHS2r e CHS3fb. 

Foi realizada uma nova reação de PCR contendo a mistura dos dois 

produtos de amplificação, mas sem a utilização de oligonucleotídeos. A região 

homóloga aos dois genes agiu como seqüência iniciadora para a DNA 

polimerase utilizada (Figura 4.a). O produto dessa r~ação foi um fragmento de 

562 pb contendo as seqüências dos genes CHS2 e CHS3 em tandem (Figura 

4.b). 

O fragmento CHS2+CHS3 foi clonado no vetor pENTR-D I TOPO. Para a 

confirmação da ligação foi realizada reação de PCR com os oligonucleotídeos 
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CHS2f e CHS3r (Figura S.a). Os plasmídeos que obtiveram o produto de 

amplificação esperado (562 pb) foram submetidos a uma reação com a enzima 

de restrição Hindlll, que possui um sítio de clivagem somente no fragmento 

CHS2+CHS3 (Figura 6). Os plasmídeos que contivessem o fragmento 

CHS2+CHS3 seriam linearizados, migrando por eletroforese em gel de agarose 

em uma banda correspondente ao seu tamanho em pares de base (3138 pb). 

Os plasmídeos que não possuíssem esse fragmento não seriam linearizados por 

Hindlll e migrariam em uma banda de tamanho menor devido a 

superhelicoidização do DNA circular. Dois clones apresentaram o tamanho 

esperado após eletroforese em gel de agarose (Figura S.b). A seqüência do 

fragmento inserido foi confirmada por seqüenciamento utilizando os 

oligonucleotídeos CHS2f e M13 (dados não apresentados). 

a) 

Fragn,entos de Ch'SZ e CHS3 

~I 

Fragm~nto CH.S:Z+CH.$3 (562pb) 

b) 

Figura 4. a) Esquema representando o anelamento na região homóloga aos dois fragmentos 
servindo como seqüência iniciadora. b) Gel de agarose 1 ,5% confirmando o fragmento 
amplificado que possui seqüências parciais dos genes CHS2 e CHS3 dispostas em tandem. 1. 
Padrão de DNA contendo múltiplos de 100 pb, 2. Fragmento CHS2+CHS3. 

O fragmento CHS2+CHS3 inserido no vetor pENTR/D-TOPO foi 

recombinado no vetor pANDA através de reação com a enzima LR Clonase 

(lnvitrogen). A recombinação ocorre entre as seqüências attL 1 e attl2 que 

flanqueiam o inserto no vetor pENTR/0-TOPO (Figura 6) e a seqüência AttR do 

vetor pANDA (Figura 7). 

Para a confirmação da recombinação foram realizadas reações de PCR 

utilizando o vetor pANDA recombinado com o inserto CHS2+CHS3 e os 

oligonucleotideos GUSr e CHS3r ou CHS2r para um fragmento recombinado e 

com os oligonucleotídeos GUSrf e CHS3r ou CHS2r para o outro fragmento 
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(Figura 8). A confirmação da recombinação de ambos os fragmentos na 

orientação correta foi realizada através do seqüenciamento desse plasmídeo 

com os oligonucleotídeos GUSrf e GUSfr, que hibridizam na seqüência gus 

linker do vetor pANDA (Figura 8.a). 

a) 
J:j 

b} 
J:j -"' -"' -.... N ,., <t 

~ 
~j w r- (\ • .... "' .~ lO w 

Qj Qj ill .v Q.l ill ill ~ <11 ~ ~ 
111 c c c c c c c c ti 5 o o o o 11) o o o •:1 o o "' o ü ü ü ü ll. ü [j ü [j Q Q u.. c Q 

3138 

562 

Figura 5. a) Produtos de amplificação por PCR utilizando os iniciadores CHS2f e CHS3r em gel 
de agarose 1 ,5%. b) Gel de agarose 1%. Os clones 1, 4, 5 e 6 foram digeridos em reação com a 
enzima Hindlll, somente os clones 1 e 4 obtiveram o padrão esperado (para cada clone foram 
feitas reações com e sem enz.ima, respectivamente dispostas no gel). 

TOPO binding site 

I attl2 Hind III (3')73) 

CHS2+CHS3 
~-'; 

\ ' I r-M13 reverse primer 

5'-GGTG overhang 

directional TOPO overhan~ 
TOPO binding site . 

_____.; 
attL1 

<. 

pENTR/D-TOPO/CHS23 

_...-( ;._..r, 

~~~ -, 
pUC origin 

'\.. 
\\ 

\\ 
í'~an(R) 

!/ 

Figura 6. Vetor pENTR/0-TOPO com o fragmento CHS2+CHS3. Destaque para o sítio de 
clivagem da enzima Hindlll. 
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<( a:. \ .; :: 
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Ecd:< : .JO• -

.. >,; . .. 
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~--------------------------------------------------------/ 

l.9 <1:.\p ~ 7 Kbp 

Figura 7. Esquema representando o vetor pANDA. Os fragmentos recombinados nesse vetor 
substituem as seqüências attR no mesmo sentido ilustrado na figura. Assim a partir do promotor 
de ubiquitina é polimerizado um mRNA com regiões complementares. Quando essas regiões se 
hibridizam é formado o dsRNA em forma de grampo. 

a) 
1299J>b 

10151lb 

~Hsfr CHs?r ~ 
~SH..:..J~---=g:.-us'-l_lnk_er_----'----'--llc~2:cHS()· 

b) 
1 2 3 

<:=J c---) 
GUSfr GUSrt <;:::=J <- ::J 

CHS2r CHS3r 
489pb 

773pb 

c) 
2 3 

Figura 8. a) Esquema ilustrativo do fragmento recombinado no vetor pANDA e das combinações 
de iniciadores utilizadas assim como o tamanho de seus produtos de amplificação. b) Gel de 
agarose 1% confirmando as bandas esperadas. 1. Produto de amplifição dos iniciadores CHS2r 
e GUSr, 2. Padrão de DNA contendo múltiplos de 100 pb, 3. Produto de amplifição dos 
iniciadores CHS3r e GUSr. c) Gel de agarose 1,5% confirmando as bandas esperadas. 1. 
Produto de amplificação dos iniciadores CHS2r e GUSrf. 2. Produto de amplificação dos 
iniciadores CHS3r e GUSrf. 3. Padrão de DNA contendo múltiplos de 100 pb. 
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Neste trabalho foi obtida a construção pANDA/CHS23, derivada do vetor 

pANDA capaz de produzir moléculas de dsRNA em estrutura de grampo com 

seqüências parciais dos genes CHS2 e CHS3 do fungo filamentoso M. oryzae 

que codificam as enzimas de quitina sintase de classe 111 e I respectivamente. 

Essas moléculas de dsRNA, se internalizadas pelo fungo, poderão desencadear 

o processo de silenciamento gênico via RNAi quando presentes no citoplasma 

de M. oryzae. Estudos futuros deverão elucidar se plantas transformadas com 

essa construção serão resistentes a infecções causadas por este fungo. Já foi 

comprovado o silenciamento gênico via RNAi em M. oryzea transformadas com 

genes que produzem moléculas de dsRNA com a seqüência parcial de mRNAs 

endógenos (20). Nenhum estudo até agora comprovou silenciamento gênico por 

RNAi através de moléculas de dsRNA exogenamente obtidas pelo fungo. 

UFRGS- 8l8u0i€CA 
INST. 810CIÊi-4ClAS 
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5. Perspectivas 

• Realizar experimentos in vitro com moléculas de dsRNA complementares 

ao mRNA que codifica a proteína GFP (green fluorescent protein) em 

linhagens de M. oryzae transformadas com genes dessa proteína para 

avaliar a eficiência do silenciamento por RNAi em um sistema de fungos 

filamentosos. 

• Utilizar moléculas de dsRNA produzidas através do fragmento 

CHS2+CHS3 construído neste trabalho para experimentos in vitro com 

linhagens de M. oryzae para avaliar o efeito do silenciamento por RNAi 

dos genes que codificam as quitina sintases de classe I e 111 na viabilidade 

do fungo. 

• Transformar plantas de arroz (0. sativa) com a construção 

pANDA/CHS23 e avaliar a resistência das linhagens transformadas frente 

a uma inoculação com o fungo M. oryzae. 
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