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INTRODUÇÃO: 
 

Os danos causados por insetos-praga nas plantações podem representar 
grandes perdas e prejuízo aos agricultores e, por isso, novas abordagens para 
o melhoramento das culturas são necessárias, incluindo na cultura do milho. 
As ureases são enzimas níquel-dependentes que catalisam a reação de 
hidrólise da ureia para formar amônia e dióxido de carbono. As ureases são 
encontradas em plantas, fungos e bactérias. A urease da semente de 
Canavalia ensiformis (feijão-de-porco) possui três isoformas cujas 
propriedades inseticidas de seus peptídeos internos já foram comprovadas 
(MARTINELLI et all., 2012). Tendo em vista que insetos-praga são um dos 
principais agentes que causam danos às culturas agrícolas, os peptídeos 
internos de urease, como o Jaburetox (Jbtx), representa um grande potencial 
biotecnológico para a transformação genética do milho. O objetivo desse 
trabalho foi testar se é possível transformar geneticamente plantas de milho 
com Jbtx via Agrobacterium tumefaciens. 
 
 
DESENVOLVIMENTO: 
 

Foram transformados, utilizando protocolo de Frame et al. (2011), via A. 
tumefacies Estirpe EHA105 pEarleyGate 100 contendo o Jbtx, 5.460 embriões 
imaturos de milho do genótipo Hi-II, destes foram regenerados 131 plantas e 
aclimatadas 68 (Tabela 1). O DNA genômico destas 68 plantas de milho 



 

 

aclimatadas dos experimentos de transformação genética tiveram seu DNA 
extraído com o auxílio do Kit de extração da Qiagen (DNA Extraction - DNeasy 
Plant Mini Kit Qiagen). A quantificação do DNA obtido foi realizada por 
eletroforese em gel agarose (1%) seguindo quatro etapas: (1) preparação do 
gel 1% (200 ml de TBE 0,5 M e 2 g de agarose); (2) preparação das amostras 
(3 µl de Green Go taq (5x) + 2 µl de DNA); (3) corrida do gel (80 volts por 1 
hora); e (4) A visualização do DNA em gel foi realizada por meio do corante 
de DNA GelRed. A quantificação do DNA foi realizada com o 
espectrofotômetro nanodrop. Após foi realizada a análise para a detecção do 
gene Jbtx (gene que produz o peptídeo entomotóxico) no genoma das 
plantas transgênicas através da análise por PCR que amplifica o gene alvo a 
partir de primers específicos para o mesmo: Jbtx FORWARD 
CACCATGGGTCCAGTTAATGAAGCC e o Jbtx REVERSE ATAACTTTTCCACCTCC 
com um tamanho de amplificação de 279 pb. As reações de amplificação da 
PCR continham 100 ng de DNA; 2,5 nM de cada nucleotídio; 2,5 µL de MgCl; 
3 µL Tampão (5X); 0,15 µL da Taq polimerase (5U por µL); 10 µM do primer 1; 
10 µM do primer 1 em 20 µL do volume final. A reação de amplificação foi 
efetuada em um ciclo de 94º C (2 min), 40 ciclos de 94º C (30 seg), 54º C (45 
seg), 72º C (1 min) e extensão final de 72º C (4 min). O produto amplificado 
foi separado em eletroforese de gel agarose 1,0%, corado com Gel Red e 
visualizado em fotodocumentador contendo lâmpada ultravioleta (254 nm). 
Das 68 plantas avaliadas, 57 comprovaram ser transgênicas pela análise de 
PCR (Figura 1). As plantas comprovadamente transgênicas pertencem a 24 
eventos de transformação. Isso significa que foram obtidas plantas 
transformadas independentes, podendo o gene ter sido inserido em 
diferentes locais do genoma do milho, o que influencia sua expressão e 
funcionamento, possibilitando maiores chances de plantas expressando o 
Jbtx e portando resistentes a insetos. A tabela 2 mostra o número de eventos 
diferentes e plantas pertencentes a cada evento, bem como a identificação 
dos mesmos. As plantas transgênicas aclimatadas (geração R0) foram 
mantidas em casa de vegetação com ambiente controlado, autopolinizadas 
(quando o pólen era presente) ou polinizadas com plantas de milho Hi-II não 
transgênicas (controles) e mantidas até a produção de sementes. Essas 
sementes (Figura 2) foram coletadas e o número de sementes contabilizadas 
(Tabela 2) para futuros testes moleculares de expressão gênica e proteica e 
bioesaios com insetos para comprovar sua resistência. 
 
 
CONSIDERAÇÕES FINAIS: 

Foi possível produzir plantas de milho contendo o peptídeo entomotóxico 
Jbtx pelo método de A. tumefaciens. Possibilitando uma nova estratégia de 



 

 

controle de insetos-praga, já que os mesmos vêm apresentado resistencia 
aos métodos de controle utilizados atualmente. 
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