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RESUMO  

 

A cana-de-açúcar tem um papel muito importante na economia brasileira e um 

dos principais fatores ambientais que limitam a produtividade é a seca. O gene ScTpx2-

like que é induzido pela seca em cana de açúcar sob condições de campo e sua 

superexpressão confere aumento da tolerância ao déficit hídrico em Arabidopsis. O 

objetivo deste projeto foi avaliar o impacto de níveis aumentados de expressão de ScTpx2-

like em plantas transgênicas de cana submetidas a déficit hídrico. Para tanto, foram 

produzidas plantas superexpressando o gene sob controle do promotor pUbi-1 de milho. 

As plantas de cana de açúcar, transgênicas e selvagens, foram submetidas ao déficit 

hídrico durante 10 dias a uma capacidade de vaso de 30%. As plantas que superexpressan 

o gene ScTpx2-like apresentaram eficiência de 12- 23% maior do que as selvagem na taxa 

fotossintética. O conteúdo de prolina após os 10 dias de déficit hídrico teve um aumento 

de 48% em plantas selvagens e de 50 a 72% nas plantas transgênicas. O teor de 

malondialdeído (MDA) aumentou 129% nas plantas selvagens e também nas plantas que 

superexpressan o gene ScTpx2-like, embora nestas, os níveis de MDA foram menores que 

os observados nas plantas selvagens, variando entre 20 e 107% nos diferentes eventos. 

Nossos dados indicam que a superexpressão do gene ScTpx2-like reduz os efeitos do 

déficit hídrico em cana de açúcar, abrindo perspectivas para aplicações biotecnológicas 

no desenvolvimento de novos cultivares comerciais tolerantes à seca.  

 

Palavras chave: Cana de açúcar, Tpx2-like, Déficit hídrico, Prolina, MDA, seca 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Sugarcane plays a very important role in the Brazilian economy and drought is one of the 

main environmental factors limiting its productivity. The ScTpx2-like gene is induced by 

drought in sugarcane under field conditions and its overexpression confers increased 

tolerance to water deficit in Arabidopsis. The aim of this project was to evaluate the 

impact of increased levels of ScTpx2-like expression in transgenic sugarcane plants 

subjected to water deficit. For this purpose, plants overexpressing the gene under the 

control of the maize pUbi-1 promoter were produced. The transgenic and wild sugarcane 

plants were subjected to water deficit for 10 days at a field capacity of 30%. Plants 

overexpressing the ScTpx2-like gene showed 12-23% higher efficiency than wild-type 

plants in net photosynthetic rate. The proline content in wild-type and transgenic plants 

increased after 10 days of water deficit: wild-type plants had an increase of 48% while in 

transgenic plants MDA levels were 50-72% higher. Malondialdehyde (MDA) content 

increased by 129% in wild-type plants and also in plants overexpressing ScTpx2-like 

gene, although in these transgenic plants MDA increases were lower than in wild-type 

plants, ranging from 20 to 107% in different events. Our data indicate that the 

overexpression of the ScTpx2-like gene reduces the effects of water deficit in sugarcane, 

opening perspectives for biotechnological applications in the development of new 

drought-tolerant commercial cultivars. 

 

 

Key words: Sugarcane, Tpx2-like, water deficit, proline, MDA, drought
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1. INTRODUÇÃO  

 

A cana de açúcar é uma cultura importante a nível mundial, sendo o Brasil o 

principal produtor (FAO, 2021). As exportações brasileiras na safra 2020/21 alcançaram 

32,2 milhões de toneladas e as exportações de etanol foram de 2.950 milhões de litros 

(CONAB, 2021). A seca é o principal fator de estresse abiótico nas plantas e pode levar 

a perdas de produtividade de até 60% (Parry et al. 2004, Cruz de Carvalho, 2008, 

Robertson et al, 1999; Ramesh, 2000; Gentile et al, 2015). Por essa razão, as áreas de 

produção estão concentradas em regiões com regime de chuvas favorável ao crescimento 

e desenvolvimento da cana-de-açúcar (Moreira et al., 2007), enquanto em outras áreas a 

produção agrícola requer irrigação suplementar ou total (Walter et al., 2013). 

 

O aumento da incidência, duração e intensidade do déficit hídrico levaram 

muitos programas de melhoramento de cana a investir em variedades tolerantes ao déficit 

hídrico, bem como sistemas de produção agrícola mais eficientes no uso da água. O 

crescente conhecimento da biologia do estresse proveniente de estudos genéticos, 

agronômicos e de biologia molecular em várias culturas, incluindo a cana-de-açúcar, está 

dando um grande impulso ao desenvolvimento de estratégias biotecnológicas para 

produzir variedades tolerantes ao estresse hídrico e comercialmente úteis (Lakshmanan e 

Robinson, 2014; Augustine et al., 2015c; Ramiro et al., 2016, Ferreira et al., 2017). 

 

Durante o déficit hídrico as plantas sofrem alterações fisiológicas que impactam 

no desenvolvimento e como resposta adotam mecanismos para se adaptar. Umas das 

primeiras alterações que experimentam é redução da taxa fotossintética (Lawlor e 
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Tezara.,2009; Graça et al., 2010) e o aumento do conteúdo de solutos compatíveis para 

proteger a planta do estresse oxidativo (Verslues et al., 2006). 

 

 Assim, no mecanismo de adaptação das plantas ao déficit hídrico são estudados 

os marcadores moleculares produzidos das reações bioquímicas em resposta ao estresse 

hídrico. Dentre dos marcadores moleculares de resposta ao estresse hídrico temos a 

prolina e o malondialdeído (MDA) (Molinari et al., 2007; Gratão et al., 2005; Queiroz et 

al., 2011). 

 

A proteína Xklp2(TPX2) está associada a microtúbulos e a função fundamental 

no ciclo celular é auxiliar na montagem do fuso mitótico (Smertenko et al., 2021; Du et 

al., 2016; Neumayer et al.,2012; Ervrard et al., 2009; King et al., 2020). Estudos em 

células de Xenopus superexpressando a proteína TPX2 mostraram a exposição à radiação 

ionizante faz com que TPX2 acumule-se em regiões de quebra do DNA e se associa aos 

mediadores de danos MDC1 e ATM (Neumayer et al.,2012). Esses resultados sugerem 

que a proteína TPX2 tem uma função nuclear na resposta ao dano celular no DNA.  Em 

outros trabalhos demostraram que a proteína TPX2 está associada a ativação de aurora A 

quinase (Eyers e Maller, 2004) e na ligação da GTPase Ran ao GTP na montagem do fuso 

(Gruss et al., 2001).  

 

As proteínas da família TPX2 estudadas em plantas têm funções diferentes na 

divisão celular e foram relacionadas na regulação na resposta ao estresse abiótico, 

alongamento do hipocótilo e desenvolvimento vascular (Smertenko et al., 2021). Em 

Arabidopsis thaliana foi demostrado a interação da proteína TPX2 na ativação da Aurora 
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A (Boruc et al., 2019) e em Eucalyptus grandis observaram que a localização dos 

produtos gênicos está no citoesqueleto, associada aos microtúbulos (Du et al., 2016). 

 

A proteína TPX2 apresenta o domínio conservado pfam06886, descrita como 

uma família da proteína de direcionamento para mamíferos para a proteína Xklp2. A 

proteína Xklp2 é uma proteína localizada no centrossoma de células animais, nucleando 

microtúbulos ao redor dos cromossomos. A proteína Tpx2 deduzida da cana-de-açúcar 

apresenta o domínio conservado pfam06886(figura 1) que é um domínio presente na 

família de proteínas TPX2 estudadas em animais e plantas. De acordo com Ervrar et al., 

(2009) as proteínas da família que apresentam o domínio pfam06886 e as proteínas que 

possuem alguns blocos funcionais podem ser consideradas como proteínas relacionadas 

ao Tpx2. Neste trabalho a proteína deduzida de cana de açúcar foi denominada Tpx2-like 

seguindo a proposta de Ervrar et al., (2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Gene ScTpx2-like. a) Sequência da região codificante do gene ScTpx2-like, b) 

Sequência de aminoácidos da proteína Tpx2-like, aminoácidos em negrito e sublinhados 

indicam o domínio conservado pfam06886 da proteína Tpx2-like. 
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa avaliou genes de cana-de-açúcar em 

plantas transgênicas de Arabidopsis usando o sistema de fenotipagem WIWAM no VIB, 

na Bélgica, desenvolvido por Skirycz et al., (2011). Os genes foram selecionados devido 

ao seu padrão de expressão em duas cultivares de cana: RB867515 (maior tolerância à 

seca) e RB855536 (menor tolerância à seca) cultivados em campo, sob irrigação e déficit 

hídrico (Diniz et al., 2020). Um dos genes avaliados foi um gene de cana-de-açúcar que 

codifica uma proteína do tipo Tpx2, denominada Tpx2-like de acordo com a classificação 

proposta por Evrard et al. (2009).  

 

Como uma primeira abordagem para avaliar o papel do gene ScTxp2-like na 

tolerância ao déficit hídrico, foi aplicado um estresse severo, via água retida por duas 

semanas seguida de irrigação por um dia. Plantas de Arabidopsis com superexpressão de 

Sctxp2-like apresentaram maior porcentagem de sobrevivência quando comparadas com 

plantas controle transformadas com vetor vazio (Figura 2, Gonçalves et al., dados não 

publicados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Avaliação da tolerância ao déficit hídrico severo. As plantas de Arabidopsis 

thaliana com dez dias de idade foram mantidas sem irrigação por duas semanas e depois 

reidratadas. As fotos foram tiradas um dia após a reidratação e o número de plantas 
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recuperadas foi determinado. Plantas transformadas com um vetor vazio foram usadas 

como controle. Foram utilizadas dez plantas de cada um dos três eventos independentes. 

O experimento foi repetido duas vezes com resultados semelhantes. ScTpx2-OE1, -OE2 

e -OE3 são eventos independentes superexpressando ScTpx2-like; EV: plantas 

transformadas com um vetor vazio, sem o gene ScTpx2-like. (Gonçalves et al., dados não 

publicados). 

 

Em um segundo ensaio, as plantas de Arabidopsis thaliana superexpressando o 

gene ScTpx2-like da cana-de-açúcar foram submetidas a estresse moderado, o que reduziu 

a área foliar em aproximadamente 30% (Gonçalves et al., dados não publicados). Na 

Figura 3 podemos observar a área de cada folha das plantas após 11 dias sob estresse 

moderado, sendo que as plantas transgênicas apresentam consistentemente uma área 

maior.  

 

 

 

 

Figura 3. Efeito do déficit moderado de água na área foliar. As plantas de Arabidopsis 

thaliana foram semeadas e mantidas em condições normais de irrigação (2,2 g de água / 

g de solo seco) por 10 dias. Em seguida, 16 vasos de cada linha continuaram a receber a 

quantidade normal de água, enquanto outras 16 receberam 1,2 g de água / g de solo seco 

(déficit moderado de água). Após 11 dias, a área foliar foi medida através de fotos tiradas 

das séries foliares de cada planta usando o software ImageJ (http: imagej.nih.gov/ij/). Os 
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gráficos mostram a área foliar (mm2), em condições de déficit hídrico moderado, de 

linhas transgênicas que superexpressam o gene semelhante ao ScTpx2-like. O eixo X 

indica os cotilédones (cot) e as diferentes folhas (numeradas de 1 a 10). Plantas 

transformadas com o vetor vazio (VE) foram usadas como controle. O experimento foi 

repetido duas vezes com resultados semelhantes. (Gonçalves et al., dados não 

publicados). 

 

Assim, os resultados observados com a superexpressão do gene ScTpx2-like da 

cana-de-açúcar corroboram o potencial biotecnológico de manipular a tolerância ao 

déficit hídrico em plantas. Baseado nos dados acima, é possível levantar a hipótese de 

que a superexpressão do gene ScTpx2-like pode melhorar a performance de plantas de 

cana quando expostas a déficit hídrico. 

 

2. Objetivos. 

2.1 Objetivo general. 

Nosso principal objetivo é avaliar o papel do gene ScTpx2-like na tolerância ao 

déficit hídrico da cana-de-açúcar.  

 2.2 Objetivos específicos. 

a) Produzir uma construção de DNA para superexpressar o gene ScTpx2-like na cana-de-

açúcar. 

b) Transferir a construção de DNA para o genoma da cana-de-açúcar e avaliar as plantas 

transgênicas para confirmar a superexpressão do transgene. 

c) Avaliar a fisiologia das plantas transgênicas de cana-de-açúcar em resposta ao déficit 

hídrico em termos de fotossíntese, prolina e estresse oxidativo. 
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3. Material e métodos. 

 

3.1 Material vegetal. 

 

Para a transformação genética foram usadas plantas de cana de açúcar, cultivar 

SP803280 obtidas do banco de germoplasma do Laboratório de Genômica Funcional do 

Departamento de Genética, Evolução e Microbiologia e Imunologia do Instituto de 

Biologia da Universidade Estadual de Campinas (Campinas, Brasil). 

 

3.2 Clonagem da região codificante do gene ScTpx2-like no vetor de entrada 

pENTR-D-Topo. 

 

A clonagem da região codificante do gene Tpx2-like no vetor final foi feita de 

acordo ao esquema da figura 4. A sequência codificante completa (CDS) do gene ScTpx2-

like, deduzida do SAS SCJFRT2059C10.g, foi previamente amplificada por Gonçalves 

et al. (dados não mostrados) e clonada no vetor pGWB608 (Nakamura et al. 2010). A 

partir da CDS foram desenhados os oligonucleotídeos flanqueando 5´ e 3´ (Tabela 1), 

adicionado ao oligonucleotídeo forward a sequência CACC, os quais foram analisados 

com software computacional OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer).  

https://www.idtdna.com/calc/analyzer
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Figura 4. Fluxograma de clonagem do gene ao vetor final pGVG (Guidelli et al., 2018). 

A CDS do gene ScTpx2-like foi amplificada a partir de um clone no vetor pGWB608 e 

clonada no vetor pENTR-D-Topo. Em seguida, desse vetor foi amplificada a CDS 

flanqueada pelos sítios attL e o inserto foi clonado em pGEM-T Easy, que 

posteriormente foi transferido para o vetor pGVG pela tecnologia Gateway. 

 

            Tabela 1: Oligonucleotídeos desenhados do gene ScTpx2-like 

Gene  Seq 5'>3' 

Tpx2-like_FW CACCATGGCCAGAGAAATGGAGAT 

Tpx2-like_RV GATGGCCTTATAGTTGG  

 

 

Para a reação de PCR (reação em cadeia da polimerase) foi utilizada a enzima 

Phusion High–Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific). A reação de PCR consistiu 

em 1 μL de DNA plasmidial (pGWB608 contendo a CDS de ScTPX2-like), 0,2 μL de 

polimerase de DNA de alta fidelidade Taq Phusion (Thermo Scientific), 1 μL de dNTPs 

(10 mM), 5 μL de tampão de reação (5X tampão), 1 μL de cada oligonucleotídeo (10 

mM) e água Milli-Q para um volume final de 25 μL. As reações foram amplificadas no 

termociclador Veriti (Applied Biosystems) (Tabela 2). 
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Tabela 2: Descrição da ciclagem da PCR usada em cada amplificação.  

Etapa Temperatura Duração Número de ciclos 

Desnaturação inicial  98°C 30 segundos 1 

Desnaturação  98°C 10 segundos  

35x Anelamento (Tm)  48°C 30 segundos 

Extensão  72°C 30 segundos 

Extensão final   72°C 10 minutos 1 

Hold  4°C ∞ ∞ 

 

O produto de PCR foi observado por eletroforese em gel de agarose a 1% e 

purificado com o kit Purelink Quick PCR (Invitrogen). O produto PCR purificado foi 

observado em eletroforese em gel de agarose a 1% para verificar a eficiência da 

purificação. Em seguida foi feita a reação de ligação que consistiu em 1 μL de produto de 

PCR purificado do gene, 1 μL do vetor pENTR-D-Topo (Invitrogen) (Figura 5), 1 μL de 

tampão de reação e água Mili-Q para um volume final 6 μL. A reação de ligação foi 

incubada por 5 minutos a 22 °C no termociclador Veriti (Applied Biosystems). 

 

 

 

 

 

                               Fig 5. Mapa do vetor pENTR-D-TOPO sistema gateway. 

                                               Fonte: Janmohamed et al., 2006. 

 

 

A transformação foi realizada em células E. coli DH5alfa termo-competentes, a 

42 °C. As células foram plaqueadas em meio LB (Luria Bertani) sólido contendo o 

antibiótico de seleção Canamicina e colocadas na estufa a 37 °C durante a noite. Algumas 
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das colônias foram selecionadas para inoculação em meio LB líquido contendo 

antibiótico de seleção Canamicina. As culturas foram incubadas durante a noite à 37 °C, 

200 rpm em um agitador orbital e posteriormente foi realizada a extração do DNA 

plasmidial. Para confirmar a inserção, foram realizadas reações de digestão com enzimas 

de restrição e as amostras foram enviadas para sequenciamento e confirmação da 

identidade do gene. A construção resultante foi denominada ScTpx2-like- pENTR. 

 

3.3 Subclonagem no vetor pGEM-T Easy.  

 

A clonagem no vetor de destino pGVG (Guidelli et al., 2018) via tecnologia 

Gateway (vide adiante) tem incompatibilidade com o vetor pENTR-D Topo, pois ambos 

têm resistência a Canamicina. Para contornar este problema, o vetor ScTpx2-like- pENTR 

foi submetido a uma PCR com primers M13 (5´GTAAAACGACGGCCAG 3´ e 5 

CAGGAAACAGCTATGAC 3´) que amplificaram o fragmento contendo attL1, a região 

codificante de ScTpx2-like e attL2, para posterior clonagem no vetor pGEM-T Easy 

(Promega), que tem resistência a ampicilina. A reação de PCR consistiu em 2 µL de DNA 

plasmidial (ScTpx2-like- pENTR), 2,5 µl de tampão de alta fidelidade (10X), 1 µl de 

MgSO4 (50Mm), 0,5 µL de dNTPs (10 mM), 1 µL de cada oligonucleotídeo (10 mM) 0,2 

μL de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen) e água Milli-Q para um volume final 

de 25 μL. As reações foram amplificadas no termociclador Veriti (Applied Biosystems) 

(Tabela 3). 
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Tabela 3: Descrição da ciclagem da PCR usada em cada amplificação.  

Etapa Temperatura Duração Número de ciclos 

Desnaturação inicial 94°C 2 minutos 1 

Desnaturação 94°C 15 segundos  

35x Anelamento (Tm) 55°C 30 segundos 

Extensão 68°C 1 minuto 

Hold 4°C ∞  

 

O produto de PCR foi observado por eletroforese em gel de agarose a 1% e 

purificado com Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (New England BioLabs). Foi feito 

de novo eletroforese em gel de agarose a 1% para verificar a qualidade da purificação. A 

reação de ligação consistiu em 5 µL de tampão de ligação T4 DNA, 1 µL de vetor pGEM-

T Easy (Promega) (Figura 6), 3 µL de produto de PCR purificado (attL1-ScTpx2-like 

attL2), 1 µL de enzima T4 DNA ligase. O volume final foi de 10 µL. A reação de ligação 

foi incubada durante a noite à 4 °C. 

 

 

                       Fig 6. Mapa do vetor pGEM-T Easy. Fonte:  Kumar, A. (2016) 

 



22 
 

 

No dia seguinte a transformação foi realizada em células E. coli Mach 1 termo-

competentes, à 42 °C. As células foram plaqueadas em meio LB sólido contendo o 

antibiótico de seleção ampicilina e colocadas na estufa à 37 °C durante a noite. Algumas 

colônias foram selecionadas para inoculação em meio LB líquido contendo ampicilina 

como antibiótico de seleção e incubadas durante a noite à 37 °C a 200 rpm em agitador 

orbital. Em seguida foi realizada extração do DNA. Para confirmar a inserção do inserto 

attL1-ScTpx2-like-attL2 foram realizadas reações de digestão com enzimas de restrição, 

posteriormente as amostras foram enviadas ao sequenciamento para confirmar a 

identidade do gene. A construção foi denominada ScTpx2-like-pGEM-T Easy. 

 

3.4 Clonagem no vetor final pGVG.  

 

A construção ScTpx2-like-pGEM-T Easy foi usada em reação de recombinação 

para o vetor final pGVG (Guidelli et al., 2018) (Figura7). A reação consistiu em 4 μL de 

DNA plasmidial (ScTpx2-like-pGEM-T Easy), 1 μL de vetor pGVG (Guidelli et al., 

2018), 3 μL de tampão TE, 2 μL de LR clonase II (Invitrogen). A reação foi incubada à 

25 °C por 1 hora no termociclador Veriti (Applied Biosystems). Em seguida foi 

adicionado 1μL de Proteinase K e a reação foi colocada de volta no termociclador à 37 

°C por 10 minutos. 

 

Figura 7. Representação esquemática do vetor pGVG. O vector contém o esqueleto do 

vector pCAMBIA2300, modificado pela inserção do promotor ZmUbi1 (incluindo o 

primeiro íntron na região do éxon referenciado na região 5 ' não traduzida) e o promotor 

CaMV 35S. Sequências do sistema Gateway foram inseridas entre o promotor ZmUBi1 e 
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o terminador CaMV 35S. Uma etiqueta FLAG é posicionada imediatamente antes do 

terminador para facilitar a detecção de proteínas recombinantes. O vetor contém o gene 

NPTII como marcador seletivo sob o controle do promotor 35S duplicado. Cmr é o gene 

de resistência ao cloranfenicol, ccdB é o gene letal, RB é a borda direita e LB é a borda 

esquerda. Fonte: Guidelli et al., (2018). 

 

A transformação foi realizada em células E. coli Mach 1 termo-competentes, à 

42 °C. As células foram plaqueadas em meio LB sólido (Luria Bertani) contendo o 

antibiótico de seleção Canamicina e colocadas na estufa à 37 °C durante a noite. Algumas 

das colônias foram selecionadas para inoculação em meio LB líquido contendo 

Canamicina como antibiótico de seleção e incubadas durante a noite à 37 °C à 200 rpm 

em agitador orbital e então realizada a extração do DNA. Para confirmar a inserção no 

vetor final pGVG foram realizadas reações de digestão com enzimas de restrição. 

Posteriormente as amostras foram enviadas para serem sequenciadas e confirmar a 

construção, denominada ScTpx2-like- pGVG. 

 

3.5 Produção de plantas transgênicas. 

 

A transformação em A. tumefaciens com a construção ScTpx2-like-pGVG foi 

realizada em células termo-competentes EHA105, à 37 °C. As células foram plaqueadas 

em meio LB sólido contendo os antibióticos de seleção Canamicina e rifampicina, foi 

incubada na estufa à 28 °C por 2 dias. Algumas das colônias foram selecionadas para 

riscar a outra placa e inoculadas em meio LB líquido contendo Canamicina e rifampicina. 

As placas foram incubadas na estufa à 28 °C por 2 dias e colônias resultantes foram 

incubadas à 28 °C por 2 dias com agitação de 200 rpm em um agitador. Posteriormente, 

foi realizada a extração do DNA. Para confirmar a transformação da A. tumefaciens foram 
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realizadas reações de PCR e reações de digestão com enzimas de restrição. 

Posteriormente, confirmando que as construções genéticas estavam em Agrobacterium, a 

placa foi entregue à empresa Pangeia Biotech para transformação em calos que após de 4 

meses foram entregues as plantas.  

 

3.6 Aclimatação das plantas. 

 

Foram selecionados 20 eventos da construção gênica e 5 eventos selvagens 

(WT). A mistura de substrato foi de vermiculita e terra vegetal (Provaso) em bandejas de 

aclimatação. O meio de cultura e o excesso de raízes e folhas foram removidos. Cada um 

de os eventos foi colocado em cada poço da bandeja, que foi selada com filme plástico. 

Após de 24 horas foram feitos pequenos orifícios e após 24 horas foram feitos orifícios 

maiores. Após 72 horas aproximadamente o filme plástico foi removido. O período de 

aclimatação foi de 1 mês. Após o mês de aclimatação os eventos foram transferidos a 

vaso grande (capacidade de 20 litros) (figura 8). O substrato do vaso grande consistiu em 

um terço de vermiculita (Provaso), um terço de areia, um terço de terra vermelha. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Eventos de cana de açúcar transgênicos e selvagens transferidos para vaso de 

20 L. 
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3.7 Análises moleculares e expressão gênica de plantas transgênicas de cana-de-

açúcar. 

 

3.7.1 Caracterização molecular da integração do transgenes em cana de açúcar.    

A integração do transgenes foi avaliada por PCR de DNA genômico, extraído de 

tecido foliar da folha superior totalmente expandida com a lígula visível (folha+1) 

segundo o método CTAB (Doyle, J.L. 1987), modificado. Foi feito uma PCR empregando 

oligonucleotídeos que flanqueiam com a região codificante de ScTpx2-like e do 

terminador 35S (Tabela 4) presentes nas construções ScTpx2-like-pGVG. 

 Tabela 4: Oligonucleotídeos para PCR 

 

 

3.7.2 Análise da expressão do transgene por RT-qPCR  

Inicialmente foi extraído o RNA do tecido foliar da folha +1 com método Trizol 

(invitrogen). Para observar a integridade do RNA foi submetido a uma eletroforese com 

gel de agarose 1% para RNA, em seguida foi quantificado no nanodrop. A reação de 

tratamento com DNase I(Thermofisher) consistiu em 1μg de RNA, 1 μl de buffer 10x, 1 

μl de enzima DNase I e água DEPC até um volume final de 10 μl. A reação foi incubada 

à 37°C por 30 min no termociclador Veriti (Applied Biosystems). Em seguida foi 

adicionado 1 μl de EDTA  50 Mm e a reação foi incubada à 65°C por 10 minutos no 

termociclador. A reação de síntese de cDNA consistiu em 1μg de RNA, 1μl de Script 

Reverse Tanscriptase (Bio-Rad), 4 μl de Script reaction mix 5x, água livre de nuclease 

até um volume final de 20 μl. A reação foi incubada no termociclador Veriti Applied 

Biosystems (Tabela 5). 

Gene  Seq 5'>3' 

ScTpx2-like_Fw ATGGCCAGAGAAATGGAGAT 

T35S-pGVG-Rv AGG TCA CTG GAT TTT GGT TTT AGG A 
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Tabela 5. Ciclagem da síntese de cDNA. 

Etapa Temperatura Duração 

Preparação 25°C 5 minutos 

Transição reversa 46°C 20 minutos 

RT inativação 95°C 1 minuto 

Hold 4°C ∞ 

 

A confirmação do padrão de expressão de ScTpx2-like foi feita por PCR em 

tempo real (com três réplicas técnicas) utilizando oligonucleotídeos da região codificante 

do gene Tpx2-like. Como controle interno foi usado oligonucleotídeos para o gene da 

ubiquitina (Tabela 6). As reações foram realizadas com kit SYBR® Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems, EUA), no aparelho 7500 Real-Time Sistema de PCR (Applied 

Biosystems, EUA), de acordo com as recomendações do fabricante. A normalização dos 

dados de expressão foi realizada com o gene da poliubiquitina (pUBI) (Papini-Terzi et 

al., 2005). Cada padrão de expressão foi comparado com o gene de referência de acordo 

com o método 2-∆∆CT(Livak and Schmittgen,2001) utilizando o programa Expression 

Suite software versão 1.3. 

 

      Tabela 6: Oligonucleotídeos para RT- qPCR. 

Gene Seq 5'>3' 

Tpx2-like_Fw GAAGCTTGCACAGTTGATGGA 

Tpx2-like_Rv GCTGGCATAAGTTGGGCCTT 

pUBI   Fw CCGGTCCTTTAAACCAACTCAGT 

pUBI  Rv CCCTCTGGTGTACCTCCATTTG 
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3.8 Testes de tolerância ao déficit hídrico  

 

3.8.1 Ensaio de capacidade de retenção de água do substrato. 

 

A determinação da capacidade de retenção de água do substrato foi feita da 

seguinte maneira: O substrato consistiu em um terço de vermiculita (Provaso), um terço 

de areia, um terço de terra vermelha. A mistura de substrato foi colocada no forno a 50 

oC até secar completamente. Depois foi feito o ensaio da capacidade de retenção de água 

na casa de vegetação. Foi pesado 1kg de substrato e colocado em um vaso, logo foi feito 

uma irrigação saturada, em seguida esperamos 10 minutos para que a água drene. Após 

drenar toda a água em excesso cada vaso foi pesado e calculada a quantidade de água que 

é capaz de reter o substrato. Foi feito 4 réplicas, o substrato teve a capacidade de reter 

341 g H2O /kg de substrato. 

 

3.8.2 Multiplicação de eventos e desenho do bloco experimental. 

 

Os 5 eventos com maior padrão de expressão do gene ScTpx2-like foram 

submetidos a multiplicação de gemas laterais. Após 30 dias de germinação das gemas, 

foram selecionadas 5 réplicas de cada evento transgênico e de plantas selvagens, que 

foram transferidas para vaso de 20 litros (Figura 9). A distribuição de vasos em casa de 

vegetação foi feita usando um desenho de blocos completos aleatórios, para evitar efeitos 

de posição.  
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Figura 9.  a) Gemas germinadas dos eventos do gene Tpx2-like e selvagens para controle, b) 

réplicas dos eventos transferidos a vaso de 20 litros. 

 

3.9 Análise fisiológica das plantas. 

 

O período experimental teve uma duração de 25 dias. No dia 0 foram avaliadas 

todas as plantas a 100% da capacidade do vaso, enquanto os dias 9, 16 e 18 a capacidade 

de vaso foi de 30%. No dia 19 foi feita a reidratação das plantas e nos dias 22 e 25 foi 

avaliada a recuperação após reidratação. Para o caso de prolina e MDA foi coletado tecido 

folhar no dia 0 e dia 18 (último dia submetido a déficit hídrico de 30% de capacidade do 

vaso) e as análises da troca gasosa foram avaliadas todos os indicados no texto. 

3.9.1 Troca gasosa e atividade fotoquímica. 

 

As trocas gasosas e a atividade fotoquímica de folhas foram medidas diariamente 

durante a suspensão da irrigação e reidratação das plantas durante todo o período 

experimental, com um analisador de gás infravermelho (LCpro-SD, ADC Bioscientific,). 

As medições foram feitas entre 9:00 e 13:00 sob radiação fotossensitivamente ativa (PPD) 

de 2.000 μmol m-2 s-1, temperatura dentro da câmara foliar de 25 °C e a concentração de 

CO2 de 380 μmol mol-1. Foram medidas a fotossíntese (A), condutância estomática (gs), 

concentração de CO2 intercelular (Ci) e transpiração (E).  

 

a b 
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3.9.2 Peroxidação lipídica. 

A peroxidação lipídica foi determinada pela estimativa do teor de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) seguindo o método de (Heath e Packer, 1968), 

com modificações. Um total de 200 mg de tecidos foliares foi pulverizado em almofariz 

com nitrogênio líquido e homogeneizado em solução 80:20 (v/v) etanol:água com 3 

mililitros de volume final. As amostras foram centrifugadas à 3.000 rpm por 10 min. Um 

ml do extrato foi coletado em um tubo Falcon de 15 mL e misturado com mais 1 ml de 

solução de TCA 20% (p/v) (ácido tricloroacético) e 0,65% (p/v) de TBA (ácido 

tiobarbitúrico). A mistura foi agitada vigorosamente e incubada à 100ºC por 25 min. Em, 

seguida o tubo foi transferido para o gelo até esfriar e centrifugado à 3.000 rpm por 10 

min. As leituras das absorbâncias foram feitas nos comprimentos de onda 532 nm e 600 

nm. A determinações equivalentes de MDA foram calculadas utilizando o coeficiente de 

extinção molar de 155 mm.cm-1. Os resultados foram expressos em nmol de MDA/g MF 

(massa fresca). 

 

3.9.3 Concentração de prolina. 

 

A determinação da concentração de prolina nas folhas foi feita de acordo com 

Bates et al., (1973), com modificações. Um total de 50 mg de tecido vegetal foi macerado 

em nitrogênio líquido até obter um pó fino e misturado com 3 mL de ácido sulfosalicílico 

a 3% (p/v). A 1 ml do sobrenadante foi acrescentado 1 ml de ninhidrina acida (0,63 g de 

ninhidrina, 15 ml de ácido acético glacial, 10 ml de ácido fosfórico 6 M e 1 ml de ácido 

acético glacial). As amostras foram incubadas à 100 °C durante 1 hora e depois 

transferidas para o gelo. Após esfriar completamente, as leituras foram feitas em triplicata 
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a comprimentos de onda 520 nm no espectrofotômetro Perkin Elmer - Lambda 40. Os 

resultados foram expressos em μg de prolina/g MF. 

 

4. Resultados  

 

4.1 Clonagem da região codificante do gene ScTpx2-like no vetor pGVG. 

 

A região codificante do gene ScTpx2-like de 609 pb havia sido previamente 

clonada a partir de cDNA de folhas da variedade de cana SP80 3280 (Gonçalves et al., 

dados não publicados). Para a clonagem no vetor pGVG, que usa a tecnologia Gateway, 

a região codificante completa foi amplificada com oligonucleotídeos (Tabela 1, Material 

e Métodos) e o produto de PCR foi clonado incialmente no vetor de entrada pENTR-D-

TOPO.  

 

Para confirmar o inserto no vetor de entrada foi feita uma PCR com 

oligonucleotídeos específicos, que gerou o fragmento esperado de 609 pb (Figura 10a). 

Foram feitas também reações de digestão com as enzimas SacI e EcoRV gerando dois 

fragmentos esperados de 2.506 pb e 683 pb (Figura 10b). O vetor foi denominado ScTpx2-

like- pENTR. 
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Figura 10. Confirmação da região codificante do gene ScTpx2-like no vetor de entrada 

pENTR-D-TOPO. a) PCR com oligonucleotídeos específicos do gene ScTpx2-like, b) 

reações de digestão com as enzimas de restrição SacI e EcoRV gerando dois fragmentos 

de 2506 pb e 683 pb. MM (marcador molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder). 

 

Uma vez que o vetor final de destino pGVG tem resistência à Canamicina, que 

é o mesmo marcador seletivo do vetor pENTR-D-TOPO, foi necessário transferir o 

inserto contento as regiões attL1:ScTpx2-like:attL2 para o vetor pGEMT-Easy, que tem 

marcador seletivo para ampicilina. Para tal foi feita reação de PCR tendo como template 

o vetor ScTpx2-like-pENTR, empregando primers M13 que flanqueiam essa região. O 

inserto foi clonado no vetor pGEM-T Easy (Promega). A ligação foi confirmada com 

reações de digestão com a enzima de restrição EcoRI gerando os três fragmentos de 2.997, 

719 e 233 pb (Figura 11a). Esse vetor, denominado ScTpx2-like-pGEM-T Easy, foi 

recombinado com o vetor pGVG (Guidelli et al., 2018) e a confirmação foi feita com 

reações de digestão com a enzima de restrição SacI gerando os dois fragmentos, de 9.563 

e 2.071 pb (Figura 11b). A construção final, contendo a região codificante do gene 

ScTpx2-like sob controle do promotor Ubi-1 de milho, foi denominada ScTpx2-like- 

pGVG (Figura 12). 

 

a b 
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Figura 11. Confirmação da região codificante do gene ScTpx2-like no vetor pGEM-T 

EASY e PGVG. a) Confirmação no vetor pGEM-T EASY, reações de digestão com a 

enzima de restrição EcoRI gerando três fragmentos de 2997 pb,719 pb e 233pb, b) 

Confirmação no vetor PGVG, reações de digestão com a enzima de restrição SacI gerando 

dois fragmentos de 9563 pb e 2071 pb. MM (marcador molecular GeneRuler 1kb DNA 

Ladder). 

 

  

 

Figura 12. Representação esquemática da construção final ScTpx2-like- pGVG. O vector 

contém o esqueleto do vector pCAMBIA2300, modificado pela inserção do promotor 

ZmUbi1 (incluindo o primeiro íntron na região do éxon referenciado na região 5 ' não 

traduzida) e o promotor CaMV 35S. Sequências do sistema Gateway foram inseridas entre 

o promotor ZmUBi1 e o terminador CaMV 35S. Uma etiqueta FLAG é posicionada 

imediatamente antes do terminador para facilitar a detecção de proteínas recombinantes. 

O vetor contém o gene NPTII como marcador seletivo sob o controle do promotor 35S 

duplicado. Cmr é o gene de resistência ao cloranfenicol, ccdB é o gene letal, RB é a borda 

direita e LB é a borda esquerda. Fonte: Guidelli et al., (2018). 

 

 

 

 

a b 
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4.2 Produção das plantas transgênicas. 

  

A construção ScTpx2-like- pGVG confirmada foi transformada a Agrobacterium 

tumefaciens EHA105, após de confirmar com PCR e reações de digestão a colônia que 

melhor ficou foi entregue a Pangeia Biotech (Star-up incubada na Unicamp) para a 

transformação em calos e cultivo in vitro até obter plântulas.  

 

Após 4 meses, 20 eventos de plantas transgênicas e 5 eventos do tipo selvagem, 

que passaram pela cultura de tecidos, foram entregues pela empresa PangeiaBiotech. A 

partir deles, as plântulas foram individualizadas e os eventos aclimatados em tubetes 

contendo solo e vermiculita. Após 1 mes, os eventos foram transferidos para vasos de 

20L. 

4.3 Genotipagem das plantas transgênicas de cana-de-açúcar. 

 

 4.3.1. Amplificação da região codificante de ScTpx2-like e terminador 35S. 

Os 14 eventos transgênicos que passaram a etapa de aclimatação e os eventos 

selvagem foram submetidos a uma PCR empregando oligonucleotídeos que pareiam com 

a região codificante de ScTpx2-like -pGVG e do terminador 35S, gerando um fragmento 

de 916 pb. Foram confirmados 9 eventos transgênicos, cuja amplificação resultou no 

produto do tamanho esperado, enquanto plantas do tipo selvagem não apresentaram 

amplificação, como esperado (Figura 13). 
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Figura 13. Confirmação dos eventos transgênicos. a) Eventos 1,2,3,4 e 7 foram positivos, 

b) Eventos 9,10,12 e 14 foram confirmados positivos. MM: Marcador de peso molecular; 

WT: plantas do tipo selvagem. 

 

4.3.2 Análise da expressão gênica por RT-qPCR. 

Os 9 eventos transgênicos confirmados foram submetidos a RT-qPCR em tempo 

real para a confirmação da superexpressão do gene ScTpx2-like.  Como controle interno 

foi usado o gene da ubiquitina. Foram selecionados 5 eventos com o maior padrão de 

expressão do gene ScTpx2-like para os testes de déficit hídrico, indicados com asterisco 

na Figura 14. Cada padrão de expressão foi comparado com o gene de referência de 

acordo com o método 2-∆∆CT (Livak and Schmittgen, 2001) utilizando o programa 

Expression Suite software versão 1.3. 

 

a b 
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Figura 14.  Análise da super expressão do gene ScTpx2-like por PCR em tempo real. No 

eixo X estão indicados o tipo selvagem (WT) e o identificador numérico de cada evento 

transgênico que superexpressa o gene ScTpx2-like. 

 

4.4 Testes de tolerância ao déficit hídrico. 

 

As 30 plantas resultantes da multiplicação dos 5 eventos transgênicos e selvagem foram 

instalados em blocos completos aleatórios, para evitar efeitos de posição. As plantas 

foram mantidas sob irrigação plena por 4 meses até começar o experimento de déficit 

hídrico. No início do experimento (dia 0), foram iniciadas as medições de fotossíntese. 

No dia 1 foi suspensa a irrigação ate obter 30% de capacidade do vaso. Cada dia foi 

controlado a perda de agua pesando os vasos em uma balança e a capacidade de 30% foi 

atingida no dia 7. Durante 10 dias, até o dia 18 foi acrescentada diariamente água para 

manter a 30% de capacidade. Em seguida, as plantas foram rehidratadas a 100% da 

capacidade do vaso e após 3 e 6 dias foi feita a avaliação da capacidade de recuperação 

das plantas do déficit hídrico. 
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4.4.1 Análise da troca gasosa e atividade fotoquímica. 

 

Comparando o desempenho fotosintético de plantas que superexpressam o gene 

ScTpx2-like e selvagens, observamos que em geral toda as plantas tiveram uma 

diminuição da fotossíntese. Após os 10 dias submetidas a déficit hídrico as plantas 

selvagens tiveram uma queda de 96 % da taxa fotosintética e nas plantas que 

superexpressam o gene Tpx2-like a queda foi menor, variando de 73% e 84% nos distintos 

eventos. Os eventos transgênicos que mais se destacaram no dia 16 foram os eventos 9, 

10, 12 e 14 e no dia 18 os eventos 7, 9 e 12 (figura 15, tabela 1 dos anexos). Nota-se que 

as plantas selvagens apresentaram uma forte redução na fotossíntese ao longo do déficit 

hídrico e que de forma geral, os eventos que superexpressam o gene ScTpx2-like não só 

apresentaram menor redução da fotossíntese como também recuperaram mais 

rápidamente os níveis normais após a reidratação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Análise da fotossíntese. Taxa da fotossíntese (µmol CO2 m
-2 s-1) para os 5 

eventos transgênicos que superexpressam o gene ScTpx2-like e plantas selvagem, durante 

o período do experimento de déficit hídrico.  
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A condutância estomática das plantas submetidas ao déficit hídrico está 

mostrada na Figura 16. Após os 10 dias de déficit hídrico a uma capacidade de vaso de 

30% as plantas selvagens apresenraram uma queda da condutância estomática de 85%, 

enquanto que nas plantas que superexpressan o gene Tpx2-like a queda foi entre 42% e 

85% dentre os 5 eventos. Dentre dos eventos transgênicos, os que tem destaque no dia 9 

foram os eventos 9, 10, 12 e 14, no dia 16 eventos 9, 12 e 14, e no dia 18 os eventos 7, 9 

e 14 (Figura 16, tabela 2 dos anexos). De forma similar ao observado com a fotossíntese, 

a condutância estomática nos eventos transgênicos retornou aos níveis pré-estresse mais 

rapidamente que as plantas selvagens. 

 

 

Figura 16. Análise da condutância estomática. Os 5 eventos transgênicos que 

superexpressam o gene ScTpx2-like de cana-de-açúcar e plantas selvagem foram 

avaliados quanto à condutância estomática (gs, mol H2O m-2 s-1), durante o período do 

experimento de déficit hídrico.  

 

 

Comparando a taxa de transpiração durante o período de déficit hídrico, no dia 

9, 16 e 18 foi observada uma diminuição nas plantas selvagens e plantas que 
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superexpressam o gene Tpx2-like. Após 10 dias de déficit hídrico a queda da taxa de 

transpiração nas plantas selvagens foi de 84% e nos 5 eventos de plantas que 

superexpressam o gene Tpx2-like foi entre 46% e 83%. Dentre dos eventos transgênicos 

os que tiveram menor queda da taxa de transpiração foram os eventos 9, 10 e 12 no dia 9, 

eventos 9,12, e 14 no dia 16 e eventos 7, 9 e 12 no dia 18 (Figura 17, tabela 3 dos anexos). 

Porém, as diferenças comparativamente ao tipo selvagem não foram tão evidentes quanto 

as observadas para a fotossíntese (Figura 15) e condutância estomática (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Análise da taxa de transpiração ao longo do período de estresse e de 

reidratação. A taxa de transpiração E (mmol H2O m-2 s-1) para os 5 eventos transgênicos 

que superexpressam o gene Tpx2-like de cana-de-açúcar e plantas controle selvagem foi 

avaliada durante o período do experimento de déficit hídrico.  
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4.4.2 Concentração de prolina. 

 

A prolina livre é indicador bioquímico e fisiológico de deficiência de água 

(Queiroz et al., 2011). De acordo com Molinari et al., (2007), o acúmulo de prolina 

protege as plantas do estresse oxidativo induzido pelo déficit hídrico. Todas as plantas 

submetidas ao déficit hídrico mostraram um aumento no acúmulo de prolina após 10 dias 

sob déficit hídrico. O incremento de prolina nos 5 eventos que superexpressam o gene 

ScTpx2-like variou entre 50% e 72%, sendo que as plantas de tipo selvagens apresentaram 

um incremento de 48%. Assim, os eventos transgênicos apresentaram uma tendência de 

maiores níveis de prolina comparativamente ao tipo selvagem. Dentre dos eventos 

transgênicos o evento 14 apresentou maior conteúdo de prolina, sendo 24% maior que no 

tipo selvagem, (Figura 18, tabela 4 dos anexos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Avaliação do conteúdo de prolina. O conteúdo de prolina (µg/g MF) para os 5 

eventos transgênicos com o gene ScTpx2-like e selvagem (WT) foi avaliado no dia 0 

(controle, antes do déficit hídrico) e após 10 dias sob déficit hídrico com capacidade de 

30% do vaso. Foi feito comparação múltipla de Tukey para cada dia. Letras diferentes em 

cada dia indicam diferença significativa entre as médias no nível (P <0,05) 
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4.4.3 Peroxidação lipídica. 

 

A peroxidção lipídica é um marcador bioquímico associado a múltiplos 

estresses, como por exemplo alta temperatura, estresse hídrico e salino (Morais et al., 

2018). Todas as plantas submetidas ao déficit hídrico mostraram um aumento do 

conteúdo de MDA após 10 dias sob capacidade de vaso de 30% (Figura 19, tabela 5 

anexos).  As plantas de tipo selvagens apresentaram um aumento de 129% e as plantas 

dos 5 eventos que superexpressam o gene Tpx2-like variou entre 20% e 107%. Os eventos 

que apresentaram menor conteúdo de MDA foram os eventos 9 e 14 (Figura 19, tabela 5 

anexos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Análise da peroxidação de lipídeos. A peroxidação lipídica foi expressa através 

do conteúdo de MDA (nmol/g MF) para os 5 eventos transgênicos com o gene ScTpx2-

like de cana-de-açúcar no dia 0 (controle) e após 10 dias de estresse hídrico a uma 

capacidade de 30% do vaso. Foi feito comparação múltipla de Tukey para cada dia. Letras 

diferentes em cada dia de amostragem indicam diferença significativa entre as médias no 

nível (P <0,05) 
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5. Discussão 

 

O déficit hídrico provoca alterações nos processos fisiológicos que impactam no 

desenvolvimento das plantas.  Essa influência tem uma relação direita na resposta de troca 

gasosa da planta (Lawlor e Tezara.,2009). No presente estudo foi observado a redução da 

fotossíntese em todas as plantas submetidas ao déficit hídrico, cabendo destacar que nos 

eventos transgênicos que superexpressam o gene ScTpx2-like apresentaram eficiência 

significativa com respeito as plantas selvagens para se adaptar ao estrese hídrico. Silva et 

al., (2013), ao avaliarem dois genótipos de cana-de-açúcar, HoCP93-776 (suscetível à 

seca) e TCP02-4587 (tolerante à seca), observaram que o genótipo tolerante a seca 

apresentou eficiência fotossintética significativa sob déficit hídrico.  

Dos Santos et al., (2019) ao Avaliarem seis variedades de cana de açúcar (SP79-

1011, RB855113, RB92579, RB867515, RB72454 e RB855536) sob déficit hídrico 

observaram que em geral as variedades foram mais afetadas pela seca na fase de 

crescimento intenso. No entanto, as variedades RB867515 e RB92579 foram menos 

afetadas e mostraram capacidade significativa para se adaptar ao déficit hídrico. No 

presente trabalho as plantas foram submetidas ao déficit hídrico a os 4 meses de idade 

que corresponde a fase de crescimento inicial, nossos resultados mostram que as plantas 

que superexpressam o gene ScTpx2-like e selvagem foram afetadas. Porém, os eventos 

transgênicos mostraram em geral plasticidade fisiológica significativa durante o déficit 

hídrico e após a reidratação. Marchiori et al., 2017. Ao avaliarem dois genótipos de cana 

de açúcar (IACSP95-5000 e IACSP94-2094) na fase de crescimento inicial, observaram 

que os genótipos mostraram diferencias na plasticidade fisiológica e morfológica, 

sugerindo que a plasticidade fisiológica nessa etapa é de muita importância para a 

produtividade. 
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Graça et al., (2010) compararam a taxa fotossintética, condutância estomática e 

a transpiração de dois cultivares tolerantes à seca (SP83-2847 e CTC15) com um cultivar 

suscetível (SP86-155). Em resposta ao déficit hídrico, tanto a condutância estomática 

como a capacidade fotossintética foram afetadas em todas as plantas. Porém, foi 

observado um diferencial na adaptação ao déficit hídrico nos genótipos tolerantes à seca, 

que apresentaram maior taxa fotossintética que o genótipo suscetível. Neste trabalho foi 

observado que as plantas que superexpressam o gene ScTpx2-like apresentaram eficiência 

significativa para se adaptar ao déficit hídrico, pois a taxa fotossintética, a condutância 

estomática e a transpiração tiveram valores mais altos nas plantas com o gente ScTpx2-

like do que nas plantas selvagens.  

 

A recuperação da atividade fotossintética após a reidratação é variável de 

genótipo a genótipo e está relacionada aos mecanismos fisiológicos e moleculares das 

diferentes espécies de plantas (Chaves e Oliveira., 2004). Por exemplo, as plantas C4 

apresentam maior eficiência no processo de fotorrespiração, uma vantagem sob as plantas 

C3 (Meacham-Hensold e Nguyen., 2020). A recuperação das plantas que superexpressam 

o gene ScTpx2-like e selvagem foi avaliada após 3 dias e 6 dias de reidratação. Nas plantas 

que superexpressam o gene ScTpx2-like a eficiência fotossintética foi significativamente 

maior que as do tipo selvagem tanto durante o déficit hídrico e como também após a 

reidratação.  

 

O incremento de prolina tem sido relacionado com estresse hídrico. Diversas 

espécies apresentam variações do conteúdo de prolina em função da intensidade e do 

tempo do estresse hídrico, como observado em milho (Efeoglu et al., 2009) e trigo 
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(Nayyar e Walia, 2003). Em nosso estudo em cana de açúcar os resultados mostram que 

tanto em plantas selvagens como as que expressam ScTpx2-like há um incremento de 

prolina após os 10 dias submetidos a estresse hídrico. Porém, há uma clara tendência de 

maiores níveis em plantas transgênicas, que podem estar correlacionados a um menor 

dano causado pelo déficit hídrico. 

 

Queiroz et al., (2011) avaliaram dois genótipos, IAC91-5155 e IAC91-2195, a 

capacidade hídrica de 55%, 40% e 25%. Os autores observaram que o conteúdo de prolina 

aumentou nos dias que as plantas foram submetidas ao estresse hídrico. No presente 

trabalho as plantas de cana foram submetidas a 30% de capacidade do vaso e observamos 

que o conteúdo de prolina aumentou tanto nas plantas transgênicas como nas plantas 

selvagens. Sawahel e Hassan (2002). Ao avaliarem plantas de trigo transgênicas com o 

gene P5CS’ que codifica as enzimas necessárias para a biossíntese de prolina, observaram 

que a prolina aumentou em resposta ao estresse salino. De acordo com Molinari et al., 

(2007), ao avaliarem plantas de cana de açúcar superexpressando o gene P5CS sob déficit 

hídrico, observaram que os níveis de prolina aumentou e as plantas tiveram uma melhor 

resposta durante o déficit hídrico. Adicionalmente, nossos dados sugerem que a prolina 

durante o período de déficit hídrico protege as plantas do estresse oxidativo. 

 

A peroxidação lipídica é um marcador de estresse oxidativo (Gratão et al., 2005). 

De acordo com Molinari et al., (2007) o teor de MDA está relacionado com a respostas 

das plantas ao estresse hídrico. Morais et al., (2018) avaliaram seis genótipos de cana de 

açúcar (RB966928, RB98710, RB855453, RB99395, RB867515 e RB855156) 

submetidos, isoladamente, ao déficit hídrico, estresse por alta temperatura e estresse 
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salino. Os níveis de MDA aumentaram nos diferentes estresses que as plantas foram 

submetidas, o incremento do teor de MDA foi variável de genótipo a genótipo e tipo de 

estresse. O MDA também é aumentado em resposta a outros tipos de estresses, como o 

excesso de Cd. Zeng et al., (2017) avaliaram dois genótipos de cana de açúcar (HOCP07-

613 e ROC22) submetidos ao estresse de cadmio (Cd). Os autores observaram um 

aumento do teor de MDA durante o estresse. Nós observamos que após 10 dias de déficit 

hídrico as plantas WT e transgênicas apresentaram um incremento de MDA. Porém, as 

plantas selvagens tiveram um maior conteúdo de MDA do que o as plantas que 

superexpressam o gene ScTpx2-like. Esses dados sugerem que as plantas que 

superexpressam o gene ScTpx2-like estão experimentando menor estresse oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

 

 

6. Conclusões 

 

As análises dos parâmetros fisiológicos avaliados nas plantas durante o déficit 

hídrico e na fase de reidratação mostraram que a superexpressão do gene ScTpx2-like tem 

um claro efeito positivo na fotossíntese e condutância estomática.  

O conteúdo de prolina sob condições de déficit hídrico aumentou entre 50% e 

72% nas plantas que superexpressam o gene ScTpx2-like e 48% nas plantas do tipo 

selvagem, sugerindo que as plantas transgênicas, ao sofrerem menos com o déficit 

hídrico, apresentam maior capacidade de produzir prolina, que atuaria protegendo as 

plantas do estresse oxidativo.  

O teor de malondialdeido (MDA) nas plantas selvagens aumentou 129% e nas 

plantas que superexpressan o gene ScTpx2-like aumentou entre 20% e 107%, indicando 

que a proteína ScTpx2-like atua reduzindo o estresse oxidativo.  

De acordo com nossos resultados, a superexpressão do gene ScTpx2-like tem 

potencial para o desenvolvimento de variedades de cana de açúcar tolerantes à seca, 

baseando-nos na capacidade que as plantas transgênicas mostraram para se adaptar ao 

déficit hídrico moderado. 
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8. Anexos. 

 

Tabela 1. Analise da taxa da fotossíntese, A (µmol CO2 m-2 s-1) para os 5 eventos 

transgênicos que superexpressam o gene ScTpx2-like de cana-de-açúcar e plantas 

selvagens durante o período do experimento de estresse hídrico. Foi feito comparação 

múltipla de Tukey para cada dia. Letras diferentes em cada dia na coluna indicam 

diferença significativa entre as médias no nível (P <0,05). 

 

Gene/evento 

100% 

capacidade 

do vaso 

Déficit hídrico 

30% de capacidade do vaso  

Após 

reidratação 
 

Dia 0 Dia 9 Dia 16 Dia 18 Dia 22 Dia 25 

       

Selvagem (WT) 12,16 a 3,5 a 1,5 a 0,47 a 5,31 a 6,2 a 

ScTpx2-like-EV.7 12,67 a 4,44 a 2,76 ab 2,98 b 8,5 ab 9,76 ab 

ScTpx2-like-EV.9 14,37a 7,58 b 5,4 c 3,87 b 8,93 ab 14,15 b 

ScTpx2-like-EV.10 15,09 ab 4,55 a 3,55 bc 2,36 b 8,79 ab 10,53 ab 

ScTpx2-like-EV.12 17,58 b 5,58 ab 3,56 bc 2,89 b 11,5 b 14,5 8 b 

ScTpx2-like-EV.14 13,98 a 5,66 ab 3,62 bc 2,47 b 9,56 ab 10,9 ab 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Avaliação da condutância estomática, Gs (mol H2O m-2 s-1), para os 5 eventos 

transgênicos que superexpressam o gene ScTpx2-like de cana-de-açúcar e plantas 

selvagens, durante o período do experimento de estresse hídrico. Foi feito comparação 

múltipla de Tukey para cada dia. Letras diferentes em cada dia na coluna indicam 

diferença significativa entre as médias no nível (P <0,05). 

 

 

Gene/evento 

100% 

capacidade 

do vaso 

Déficit hídrico 

30% de capacidade do vaso 

Após 

reidratação 

 Dia 0 Dia 9 Dia 16 Dia 18 Dia 22 Dia 25 

       

Selvagem (WT) 0,07 b 0,02 b 0,01b 0,01 b 0,05 a 0,06 ab 

ScTpx2-like-EV.7 0,07 ab 0,02 b 0,02 ab 0,04 a 0,05 a 0,06 b 

ScTpx2-like-EV.9 0,08 ab 0,04 ab 0,07 a 0,03 ab 0,06 a 0,08 ab 

ScTpx2-like-EV.10 0,09 ab 0,08 a 0,02 ab 0,01 b 0,05 a 0,08 ab 

ScTpx2-like-EV.12 0,1 ab 0,04 b 0,04 ab 0,03 ab 0,06 a 0,1 a 

ScTpx2-like-EV.14 0,07 ab 0,04 b 0,04 ab 0,01 ab 0,05 a 0,1 ab 
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Tabela 3. Analise da taxa de transpiração, E (mmol H2O m-2 s-1), para os 5 eventos 

transgênicos que superexpressam o gene ScTpx2-like de cana-de-açúcar e plantas 

selvagens durante o período do experimento de estresse hídrico. Foi feito comparação 

múltipla de Tukey para cada dia. Letras diferentes em cada dia na coluna indicam 

diferença significativa entre as médias no nível (P <0,05). 

 

Gene/evento 

100% 

capacidade 

do vaso 

Déficit hídrico 

30% de capacidade do vaso 

Após 

reidratação 

 Dia 0 Dia 9 Dia 16 Dia 18 Dia 22 Dia 25 

       

Selvagem (WT) 1,95 b 0,81 b 0,57 b 0,3 b 1,29 a 1,43 a 

ScTpx2-like-EV.7 1,99 b 0,78 b 0,68 b 1,06 a 1,29 a 1,44 a 

ScTpx2-like-EV.9 2,31 ab 1,34 ab 1,82 a 0,93 ab 1,58 a 1,87 a 

ScTpx2-like-EV.10 2,39 ab 2,1 a 0,82 ab 0,4 ab 1,47 a 1,82 a 

ScTpx2-like-EV.12 2,69 a 1,2 ab 1,33 ab 0,73 ab 1,59 a 2,09 a 

ScTpx2-like-EV.14 2,14 b 0,79 b 1,13 ab 0,55 ab 1,46 a 2,09 a 

 

 

 

 

Tabela 4. Conteúdo de prolina (µg/g MF) para os 5 eventos transgênicos que 

superexpressam o gene ScTpx2-like de cana-de-açúcar no dia 0 (controle) e após 10 dias 

a capacidade de 30% do vaso. Foi feito comparação múltipla de Tukey para cada dia. 

Letras diferentes em cada dia na coluna indicam diferença significativa entre as médias 

no nível (P <0,05). 

 

Gene/evento 

100% 

capacidade do 

vaso 

Déficit hídrico 

30% de capacidade do vaso 

 Dia 0 Dia 18 

   

Selvagem (WT) 0, 64 a 0,95 a 

ScTpx2-like-EV.7 0,65 a 0,98 ab 

ScTpx2-like-EV.9 0,64 a 1,0 ab 

ScTpx2-like-EV.10 0,64 a 0,97 ab 

ScTpx2-like-EV.12 0,67 b 1.04 ab 

ScTpx2-like-EV.14 0,66 ab 1,14 b 
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Tabela 5. A Peroxidação lipídica foi expressa através do conteúdo de MDA (nmol/g MF) 

para os 5 eventos transgênicos que superexpressam o gene ScTpx2-like de cana-de-açúcar 

no dia 0 (controle) e após 10 dias de estresse hídrico a uma capacidade de 30% do vaso. 

Foi feito comparação múltipla de Tukey para cada dia. Letras diferentes em cada dia na 

coluna indicam diferença significativa entre as médias no nível (P <0,05). 

 

 

Gene/evento 

100% 

capacidade do 

vaso 

Déficit hídrico 

30% de capacidade do 

vaso 
 Dia 0 Dia 18 

   

Selvagem (WT) 17,63 a 40,41 c 

ScTpx2-like-EV.7 15,95 a 33,08 bc 

ScTpx2-like-EV.9 16,16 a 19,45 a 

ScTpx2-like-EV.10 19,95 a 27,92abc 

ScTpx2-like-EV.12 16,71 a 26,7 ab 

ScTpx2-like-EV.14 12,62 a 17,44 a 
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