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RESUMO: A infestação de insetos pragas pode 
causar grandes perdas de produção em cultivares 
agrícola. Portanto, é essencial a identificação de 
tecnologias alternativas de manejo, que irão 
controlar as perdas de produção causadas pelo 
ataque de pragas.  Uma delas é o uso da tecnologia 
do RNA interferência (RNAi). O objetivo desse 
trabalho foi estudar a estabilidade em solução e a 
mobilidade de moléculas de dsRNA em plântulas de 
milho. Para avaliar a estabilidade do dsRNA em 
solução foram testados água ultrapura, meio MS e 
solução nutritiva de Magnavaca, contendo dsRNA 
em três concentrações 6, 1,2 e 0,6 ng/uL. Coletas 
foram realizadas 0, 1, 3, 6 e 24h após o preparo de 
cada solução. O volume coletado foi utilizado para 
síntese de cDNA e a detecção dos fragmentos 
referentes ao dsRNA foi feita por meio de RT-PCR. 
Para verificar a mobilidade do dsRNA, plântulas de 
milho foram colocadas em contanto com essas 
moléculas e, durante um período de 8 horas após a 
exposição, foram realizadas cinco coletas (0, 2, 4 ,6 
e 8h) das partes distais das folhas. A detecção do 
dsRNA foi feita utilizando PCR em tempo real. As 
moléculas de dsRNAs se apresentaram estáveis em 
todas as condições, mas a solução nutritiva de 
Magnavaca forneceu melhores resultados. Plântulas 
absorveram rapidamente moléculas de dsRNA e 
sua detecção aumentou gradualmente atingindo um 
nível máximo após 6 h de contato com a solução 
contendo dsRNAs. Nesse sentido, novos 
experimentos devem ser conduzidos para a 
determinação da durabilidade dessas moléculas em 
organismos vegetais. 

 
Termos de indexação:  Zea mays, RNA 
interferência, GFP. 
 

INTRODUÇÃO 
 
A infestação de insetos pragas pode causar 

grandes perdas de produção nas culturas. Muitas 
tecnologias já foram desenvolvidas para combater 
esses insetos que vão desde a prática do controle 
biológico e inseticidas químicos até a produção de 
plantas  GM (geneticamente modificadas). Nas 
últimas décadas, foram desenvolvidas plantas 

transgênicas expressando os genes cry de Bacillus 
thurigiensis (Bt). Essas bactérias gram-positivas, 
encontradas no solo, produzem proteínas tóxicas 
(Cry) que quando ingeridas pelo inseto, são 
convertidas para a sua forma tóxica (endotoxina 
delta), provocando perturbações no intestino do 
inseto, causando a morte do mesmo. Apesar do 
isolamento de um grande número de genes cry e a 
potencialidade de se utilizar várias combinações por 
meio de piramidização, as indústrias do setor 
agrícola não foram capazes de sobressair-se diante 
o aparecimento de indivíduos resistentes dentro das 
populações de insetos pragas. Portanto, torna-se 
urgente a identificação de tecnologias alternativas 
que irão controlar o inseto Bt- resistente.  

RNA de interferência (RNAi) é um processo 
biológico que ocorre em todas as células 
eucarióticas e permite o silenciamento de genes a 
nível pós-transcricional, reduzindo a atividade de 
genes específicos. Utilizando essa tecnologia, tem 
sido possível verificar a regulação negativa da 
expressão de genes do inseto quando RNAs de 
dupla fita (dsRNA) específicos são adicionados em 
sua dieta. Vê-se, portanto, a potencialidade da 
utilização desses fragmentos como biopesticidas 
através de pulverização nos tecidos vegetais ou 
pela obtenção de plantas transgênicas capazes de 
expressá-los constitutivamente. Nesse sentido, 
torna-se de grande importância o estudo do 
comportamento dessas moléculas no solo, na planta 
e principalmente no inseto, a fim de viabilizar esse 
processo comercialmente. 

 Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a 
estabilidade em solução e a mobilidade de 
moléculas de dsRNA em plântulas de milho. 

 
MATERIAL  E MÉTODOS 

 
Inicialmente, moléculas de dsRNA referentes ao 

GFP foram gentilmente cedidas pelo Dr. Eduardo de 
Andrade Chumbinho (Embrapa LABEX-USA, USDA-
ARS, EUA).  O fragmento GFP (Figura 1A ), foi 
amplificado utilizando primers contento o fragmento 
referente ao promotor T7 na extremidade 5’ (Figura 
1B) e clonado no vetor pGEM para a produção do 
dsRNA. Para a síntese de dsRNA GFP utilizou-se o 



  

XXX CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO 
“Eficiência nas cadeias produtivas e o abastecimento global” 

 

kit T7 Megascript (Ambion) conforme instruções do 
fabricante.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Após a síntese, a qualidade do dsRNA GFP foi 
determinada por eletroforese em gel de agarose 1% 
corado com GelRed (Uniscience) em diluição de 
1:1000 na amostra. A concentração do dsRNA GFP 
foi determinada no Espectrofotômetro Nanodrop 
modelo 1000 UV-VIS.  

Os experimentos para avaliar a mobilidade do 
dsRNA em plantas de milho são montados de forma 
que as plântulas sejam colocadas em contado com 
uma solução contendo dsRNA, que deve 
permanecer estável durante todo o experimento. 
Para a montagem desse experimento, foram 
testadas água ultrapura, meio Murashigue-Skoog 
(MS) líquido e solução de Magnavaca (Magnavaca 
et al., 1987) contendo dsRNA em três 
concentrações 6, 1,2 e 0,6 ng/uL. As soluções foram 
mantidas a temperatura ambiente e 10,0 uL foram 
coletados em 0, 1, 3, 6 e 24h após o preparo de 
cada solução. O volume coletado foi utilizado para 
síntese de cDNA utilizando High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Life Technologies) 
seguindo as recomendações do fabricante. A RT 
PCR foi preparada em um volume final de 20µl, 
utilizando 3µl do cDNA (diluído 1:10), 2,5 mM MgCl2, 

20 mM Tris-HCl (pH 8,4); 50 mM KCl; 1 U Taq DNA 
polimerase (Invitrogen), 0,125 mM dNTPs e 0,0125 
ρmols de cada iniciador (F: 5’ – 
TCAAGGAGGACGGAAACATC – 3’ e R: 5’ -  
GGTCCTCTCCTGCACGTATC – 3’). Os ciclos de 
amplificação foram: desnaturação inicial a 94°C por 
2 min, 35 ciclos de 94°C por 20 s, 55°C por 20 s e 
72°C por 20 s, seguido por uma elongação final de 
72°C por 5 min. Os resultados finais foram avaliados 
por meio de eletroforese em gel de agarose 1,0%. 

Para avaliar a mobilidade do dsRNA foram 
utilizadas plântulas pertencentes à linhagem de 
milho L3, no 8° dia de germinação, imergindo-se a 
planta com seu sistema radicular em um recipiente 
contendo solução Magnavaca e dsRNA GFP (0,6 
ng/uL) (Figura 2) .  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 

 
 
 
 
 
 

Durante um período de 8 horas após a exposição 
das plântulas ao dsRNA, foram realizadas cinco 
coletas (0, 2, 4 ,6 e 8h) das partes distais das folhas 
das plântulas para serem utilizadas na extração de 
RNA. Foram coletadas três repetições biológicas 
por tratamento. 

O RNA foi extraído utilizando o RNeasy Plant 
Mini Kit (Qiagen) e o cDNA foi sintetizado a partir de 
1,0 ug de RNA total conforme descrito 
anteriormente. 

A detecção do dsRNA GFP foi analisada por 
PCR em tempo real utilizando Fast SYBR® Green 
Master Mix 2x (Applied Biosystems) e os primers 
específicos para GFP, denominados F4 (5’ -  
CGATGGCCCTGTCCTTTTAC – 3’) e R4 (5’ – 
TTTTCGTTGGGATCTTTCGAA -3’). As reações 
foram realizadas em triplicatas no equipamento 
Real-Time PCR System 7500 (Life Technologies). 

  
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A análise do dsRNA GFP por espectrofotometria 

e por eletroforese indicou que a amostra sintetizada 
apresenta qualidade e concentração satisfatória 
para a realização dos experimentos (Figura 3 ). 

Por meio da RT- PCR foi possível verificar que 
as moléculas de dsRNA permaneceram estáveis, já 
que o amplicon esperado (~400 pb) foi observado 
sob todas as condições (solução e concentração de 
dsRNA) testadas (Figura 4 ). No entanto, baseando-
se na intensidade de banda obtida, foi estabelecido 
que a solução nutritiva de Magnavaca apresenta 
melhor resultado (Figura 4) , sendo, então, a 
solução mais apropriada para a realização do 
experimento seguinte.  

 
 
 
 

(A) 

(B) 

Figura 1. Sequência GFP (A) e os primers 
promotores T7_GFP nas extremidades (B). 

Figura 2. Aparato para avaliação da mobilidade do 
dsRNA GFP em plântulas de milho.  

MM    
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Figura 5. Níveis de detecção de dsRNA em 
plântulas de milho. QR = quantificação relativa 
média das três repetições biológicas. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pela análise de PCR em tempo real pode-se 

observar que as plântulas rapidamente absorveram 
a molécula de dsRNA e que a detecção aumentou 
gradualmente atingindo um nível máximo após 6 h 
de contato com a solução (Figura 5) .  

Essa rápida detecção de dsRNA em partes 
distais das plântulas evidencia uma alta mobilidade 
dessas moléculas, mas novos experimentos serão 
agora montados para determinação do tempo 
durante o qual essas moléculas ficam estáveis e 
passíveis de detecção dentro das plântulas 
analisadas.  

 
                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

CONCLUSÕES 
 
Foi possível sintetizar moléculas de dsRNA de 

boa qualidade a partir de fragmento de DNA-GFP 
clonado com primers específicos do genes 
alinhados com sequências do promotor T7. 

As moléculas de dsRNAs se apresentaram 
estáveis em temperatura ambiente nas três 
soluções testadas (água ultrapura, meio 
murashigue-skoog (ms) líquido e solução de 
magnavaca), mas a solução nutritiva de Magnavaca 
forneceu melhores resultados. 

Plântulas absorveram rapidamente moléculas de 
dsRNA e sua a detecção aumentou gradualmente 
atingindo um nível máximo após 6 h de contato com 
a solução contendo dsRNAs. A detecção por RT- 
PCR e PCR real time tem pontos ainda a serem 
explorados já que as moléculas de dsRNA podem 
sofrer quebra pelo sistema DICER logo que entra no 
sistema celular. Assume-se que a detecção de 
moléculas de dsRNA na região distal da folha seja 
devido a movimentação dessas moléculas pelo 
xilema.   

Novos experimentos devem ser conduzidos para 
a determinação da durabilidade dessas moléculas 
em organismos vegetais já que essas moléculas 
foram detectadas após 24 horas. 
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