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RESUMO 
 
 
A habilidade de resistir a baixas temperaturas e ao resfriamento é um fator 
determinante para a distribuição geográfica e para a produtividade de culturas 
agrícolas. Mesmo em áreas consideradas adequadas para o cultivo de dada cultivar 
ou espécie, freqüentemente ocorre diminuição do rendimento e a quebra de safra 
em resposta às temperaturas de congelamento. A cana-de-açúcar é uma cultura 
sensível ao frio, e apesar de ocupar regiões tropicais e subtropicais onde geadas 
não são comuns, quando ocorrem, há quebras de safra e redução da qualidade das 
plantas. Características como elevada ploidia, reduzida fertilidade, tamanho e 
complexidade do genoma, e interações complexas com o meio, tornam o 
melhoramento genético convencional laborioso para esta cultura. Atualmente, as 
técnicas de biotecnologia podem oferecer alternativas para a redução do tempo de 
obtenção de novos genótipos. Entre essas técnicas está a produção de plantas 
transgênicas, que abre novas perspectivas ao melhoramento convencional, 
permitindo a rápida incorporação de características desejáveis às espécies perenes. 
Portanto, a geração de variedades resistentes a estresses por meio da engenharia 
genética é uma das principais ferramentas para o melhoramento na produção de 
cana-de-açúcar. Os objetivos do presente trabalho foram 1) transformar plantas de 
cana-de-açúcar com o gene ipt, de Agrobacterium tumefaciens, que codifica a 
enzima isopenteniltransferase, catalizadora do primeiro passo da biossíntese de 
citocininas em plantas, sob controle do promotor frio induzido COR15a de 
Arabidopsis thaliana; e 2) avaliar a resposta ao estresse de baixas temperaturas das 
plantas transformadas. Para isto, foram obtidos eventos de transformação por 
biobalística da variedade RB855536, por co-transformação com o plasmídeo 
pEmuKn, contendo o gene marcador de seleção nptII fusionado ao promotor Emu, 
de elevada expressão em monocotiledôneas. Foram obtidos 15 eventos co-
transformados, confirmados via PCR. Destes, três eventos de transformação foram 
utilizados em experimentos para avaliação de senescência provocada por frio em 
folhas destacadas. Neste experimento, os eventos de transformação apresentaram 
níveis mais elevados de clorofila total nos tratamentos, comparados à planta controle 
não transformada, com visível redução da senescência.  Em ensaio de tolerância ao 
frio em câmara de crescimento com plantas, quatro eventos foram escolhidos para 
verificar tolerância ao frio. O conteúdo de clorofila total dos segmentos foliares dos 
eventos transgênicos foi de 23 a 31% superior do que nas plantas controle após 
temperatura de congelamento. O nível de MDA nas plantas controle chegou a ser 
55% mais elevado do que o evento transformado com o maior nível de peroxidação 
lipídica, após as temperaturas de resfriamento e congelamento. Nas análises de 
condutividade elétrica, as plantas controle apresentaram maiores danos na 
membrana celular. A expressão do gene ipt foi verificada via RT-PCR 
semiquantitativa com o gene normalizador gapdh, e a razão de expressão ipt/gapdh 
chegou a ser maior após o estresse, comparado ao início do ensaio. Os resultados 



do trabalho indicam o aumento de tolerância ao frio das plantas transgênicas de 
cana-de-açúcar com inserção do cassete COR15a:ipt. 
 
 
Palavras-chave: Saccharum spp. Isopenteniltransferase. COR15a. Estresse de frio 
Senescência. 
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ABSTRACT 
 
 
The ability to withstand low temperatures is a determining factor for the distribution 
geographical and productivity of agricultural crops. Even in areas considered suitable 
for the cultivation of a given cultivar or specie, often occurs reduced yields and crop 
failure in response to freezing temperatures. Sugarcane is generally considered as a 
cold-sensitive plant and despite occupy the tropics and subtropics where frost is not 
common, when it occurs there are crop failures and reduced quality of the plants.  
High ploidy, poor fertility, size and complexity of the genome, and complex 
interactions with the environment, make sugarcane a good candidate for molecular 
breeding. Biotechnology techniques can offer alternatives for reducing the time to 
obtain new genotypes. Among these techniques the production of transgenic plants 
opens new perspectives to conventional breeding, allowing the rapid incorporation of 
desirable characteristics for perennial species. The generation of stress-resistant 
varieties by genetic engineering is one of the main tools for improvement sugarcane 
production. This work aimed to 1) transform sugarcane with the ipt gene 
(Agrobacterium tumefaciens) that encodes the enzyme isopenteniltransferase, 
catalysing the first step in biosynthesis of cytokinins in plants, under control of a cold 
inducible gene promoter COR15a (Arabidopsis thaliana) and 2) evaluate the 
response of of these transgenic plants to low temperatures stress. For this, events 
were obtained by biolistic transformation of sugarcane variety RB855536 by co-
transformation with the plasmid pEmuKn containing the selection marker gene nptII 
fused to the highly expressed monocot promoter Emu. Fifteen transgenic events 
were regenerated and confirmed via PCR. The analysis of three transformation 
events used in experiments to evaluate senescence induced by cold in detached 
leaves showed higher levels of chlorophyll in transformed events than the control 
plant, with visible reduction of leaf senescence. Four events were chosen to verify 
cold tolerance of grown sugarcane plants in a growth chamber,. The total chlorophyll 
content of leaf segments of transgenic events was 23 to 31% higher than in control 
plants after freezing temperature. The MDA level in control plants were 55% higher 
than the transgenic plant with the highest level of lipid peroxidation after chilling and 
freezing temperatures. In electrical conductivity analysis, the control plants showed 
greater damage to the cell membrane. The expression of the ipt gene was detected 
via semiquantitative RT-PCR using  GAPDH as the normalizer gene. The ipt/GAPDH 
expression ratio was higher after cold stress compared to that was detected in the 
plants at the beggining of the experiment. Altogether, these results indicate the 
increased  cold tolerance of the  COR15a:ipt transgenic sugarcane. 
 
 
Keywords: Saccharum spp. Isopenteniltransferase. COR15a. Cold stress. 
Senescence. 
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1. INTRODUÇÃO  

 A cana-de-açúcar é uma planta nativa de áreas tropicais, com via 

fotossintética C4, o que lhe confere alta produtividade e eficiência na utilização de 

recursos para insumos agronômicos (Kromdjk et al., 2008). Sua distribuição 

estende-se aos dois hemisférios, ocupando uma área maior de 20 milhões de 

hectares distribuídos em 121 países (FAO, 2009).  

 Com clima favorável e extensas áreas agricultáveis, o Brasil, além de 

destaque como produtor em alimentos, agora se consolida como líder no mercado 

de Agroenergia. São 7,5 milhões de hectares cultivados em todo o país, com o setor 

sucroenergético responsável por 2,0% do PIB (Produto Interno Bruto) nacional 

segundo dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística). Neste 

cenário, a cultura da cana-de-açúcar tem um papel fundamental para atender a 

demanda dos mercados nacional e internacional por etanol.  

 A manutenção da liderança brasileira no setor sucroalcooleiro depende 

do desenvolvimento de novas tecnologias e avanços nas tecnologias já utilizadas. 

Como toda cultura agrícola, a produção de cana-de-açúcar é influenciada por um 

grande número de fatores ambientais, e a busca por altos rendimentos a baixos 

custos implica em conhecer mais detalhadamente a fisiologia e a genética da 

cultura.  

 O melhoramento genético convencional da cana-de-açúcar tem obtido 

relativo sucesso no atendimento do setor produtivo, e é realizado através dos 

métodos tradicionais de cruzamentos e seleção de plantas. A cultura da cana-de-

açúcar, da década de cinquenta até o momento atual, duplicou o rendimento de 

açúcar por tonelada de cana moída, aumentou e estabilizou também a produtividade 

agrícola. Isto se deu graças à introdução de novas tecnologias, principalmente 

variedades melhoradas geradas em diversas instituições de pesquisa. Como 

exemplo de sucesso, diversas variedades advindas do melhoramento genético 

clássico desenvolvido pelos centros de pesquisas e estações experimentais como 

IAC (Instituto Agronômico de Campinas), CTC (Centro de Tecnologia Canavieira) e 

Ridesa (Rede Interuniversitária para Desenvolvimento do setor Sucroalcooleiro) são 

amplamente cultivadas em todas as regiões canavieiras do Brasil.  
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 Entretanto, ainda persistem perdas de colheitas devido a influências 

bióticas (pragas e doenças) e abióticas (deficiência hídrica, solos com baixa 

fertilidade e temperaturas extremas). Além disso, com o decréscimo da diversidade 

genética, diminuíram as opções disponíveis para enfrentar problemas através das 

técnicas tradicionais de cruzamento, apesar de que, sem dúvida, essas técnicas 

ainda continuarão essenciais no futuro. Avanços para minimizar estas dificuldades 

surgirão das vantagens oferecidas pelas novas biotecnologias, como a criação de 

organismos geneticamente modificados.  

A habilidade de resistir a baixas temperaturas e ao resfriamento é um 

fator determinante para a distribuição geográfica e para a produtividade de culturas 

agrícolas. Mesmo em áreas consideradas adequadas para o cultivo de dada cultivar 

ou espécie, freqüentemente ocorre diminuição do rendimento e a quebra de safra 

em resposta às temperaturas anormais de congelamento. O estresse por frio, que 

inclui temperaturas acima (chilling) e abaixo (freezing) de 0ºC, causa perdas severas 

na maioria das culturas, devido à formação de gelo extracelular (Xin e Browse, 

2000).  

Apesar das tentativas para minimizar danos às culturas sensíveis ao frio 

através de práticas de elevados custos de energia, ainda há perdas econômicas 

substanciais resultantes do resfriamento, contabilizadas anualmente numa larga 

faixa de culturas agrícolas (Steponkus et al., 1998). A cana-de-açúcar é considerada 

uma cultura sensível ao frio (Tai e Lentini, 1998), e apesar de ocupar regiões 

tropicais e subtropicais onde o estresse de frio não é comum, quando ocorre, diminui 

sensivelmente a produtividade de açúcares da cultura. No entanto, não existem 

muitos ensaios que avaliam o frio em cana-de-açúcar (D’Hont et al., 2008). As 

geadas registradas em 2000 no Paraná provocaram quebra de 15% na safra de 

cana-de-açúcar, reduzindo a qualidade da matéria-prima e a ausência de mudas de 

boa qualidade para o próximo plantio. As perdas de produtividade na safra de cana 

culminaram na redução da disponibilidade de etanol combustível fabricado no 

Estado (Severo, 2009).  

Algumas plantas desenvolveram mecanismos para resistir ao frio quando 

expostas a temperaturas não congelantes, conhecido por período de aclimatação. A 

descoberta de alguns genes com sua expressão associada à aclimatação ao frio, 
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conhecidos como genes COR (cold-regulated) deram margem a estudos envolvendo 

plantas transgênicas mais tolerantes ao frio. Baker e colaboradores (1994) isolaram 

um fragmento contendo a região promotora e as sequências codificando os 

primeiros aminoácidos do gene COR15a de Arabidopsis thaliana e uniram esse 

promotor ao gene gusA. Essa construção genética foi inserida em Arabidopsis via 

Agrobacterium a fim de monitorar a resposta do gene COR15a em diferentes tecidos 

da planta; o promotor foi ativado em vários tecidos quando as plantas foram 

submetidas a baixas temperaturas.  

O estresse por baixas temperaturas também pode induzir a senescência 

foliar (Buchanan-Wollaston et al., 2003; He e Gan, 2003). No cenário agrícola, a 

senescência pode limitar o rendimento de determinadas culturas e também contribuir 

para perdas de culturas vegetais no período pós-colheita. Plantas transgênicas de 

várias espécies já tiveram seu programa de senescência alterado através da 

inserção do gene isopenteniltransferase (ipt), apresentando menor abscisão foliar, 

manutenção de folhas fotossinteticamente ativas por maior tempo e aumento da 

tolerância a estresses abióticos, principalmente a seca (Gan e Amasino, 1995; 

McCabe et al., 2001; Rivero et al., 2003). Estudos com plantas transgênicas de 

petúnia e crisântemo contendo o promotor frio induzido COR15a fusionado ao gene 

ipt (cor15a:ipt) resultaram na redução da senescência dessas plantas após um 

período de aclimatação ao frio, com aumento nos teores de citocininas 

(Khodakovskaya et al., 2005). As citocininas são fitormônios conhecidos por reduzir 

a senescência foliar, e controlar as taxas fotossintéticas (Yaronskaya et al., 2006).  

A obtenção de plantas de cana-de-açúcar com alteração em seus níveis 

de citocininas e mais tolerantes ao frio, pode favorecer o acúmulo de açúcares em 

seus colmos. Tal acúmulo pode ocorrer em razão tanto da manutenção do aparato 

fotossintético ativo pelo aumento na concentração de citocininas, quanto pela 

estabilização de proteínas de membrana durante a desidratação celular induzida por 

baixas temperaturas. A sacarose é conhecida por predominar entre os açúcares 

solúveis associados com a tolerância ao congelamento (Taiz e Zeiger, 2004).  

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi a utilização de técnicas 

biotecnológicas visando contribuir para aumento da tolerância ao frio em cana-de-
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açúcar, que é um dos estresses abióticos que mais afetam a produtividade desta 

cultura em regiões de latitudes mais elevadas da zona subtropical. 

 Especificamente, os objetivos deste trabalho foram:  

i. Transformação de plantas de cana-de-açúcar com o gene da 

isopenteniltransferase (ipt) sob controle de promotor frio-induzido COR15a; 

ii. Avaliação de plantas geneticamente modificadas para a 

tolerância ao frio. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) pertence à família Poaceae, e é 

nativa de regiões tropicais, cujo cultivo se estende atualmente, aos dois hemisférios, 

com área maior que 20 milhões de hectares distribuídos em 121 países do globo 

(FAO, 2009). 

A teoria mais aceita de sua origem considera que ela seja nativa das ilhas 

do Arquipélago da Polinésia, e as variedades mais produtivas tenham se 

disseminado através de migrações de populações desde o neolítico, para as Ilhas 

Fiji, Taiti, Malásia, Índia, Filipinas e China. De 1480 a 1580, coube aos portugueses 

e espanhóis a disseminação da cultura, visto que a produção de açúcar era um dos 

temas que dominava o cenário de atividades políticas e econômicas da Península 

Ibérica. No Brasil, as primeiras mudas de cana-de-açúcar foram introduzidas em 

1502, por Martim Afonso de Souza, em Pernambuco (Cesnik e Miocque, 2004).  

Até o final do século XIX a maioria das canas-de-açúcar cultivadas eram 

clones da espécie Saccharum officinarum, de alto teor de açúcar, com 2n=80 

cromossomos. Os principais avanços na reprodução ocorreram com o 

desenvolvimento dos primeiro híbridos, entre S. officinarum e espécies selvagens e 

vigorosas de Saccharum spontaneum. Inúmeros retrocruzamentos com S. 

officinarum resultaram em cultivares com rendimentos mais elevados, capacidade de 

safra melhorada e resistência a doenças (Cesnik e Miocque, 2004). Ao utilizar a 

hibridização genômica in situ (GISH), foi demonstrado que as cultivares modernas 

contém cerca de 20% de cromossomos de S. spontaneum, e menos de 5% são 

recombinantes ou cromossomos translocados. Essas variedades foram 

desenvolvidas desses híbridos iniciais, e possuem 2n entre 100 e 130 

cromossomos. Acredita-se que apenas poucos clones de S. officinarum e S. 

spontaneum estiveram envolvidos no desenvolvimento desses híbridos recentes 

(Roach, 1989 apud Lakshmanan et al., 2005). A maioria das variedades de cana-de-

açúcar provenientes de programas de melhoramento apóia-se em retrocruzamentos 

extensos de cultivares elites, derivadas de tais híbridos recentes. A estrutura de 

genoma complexa e ploidia elevada criam desafios tanto para expressão de 

transgenes quanto para o desenvolvimento de marcadores moleculares para esta 

cultura (D’Hont et al., 1996; Cuadrado et al., 2004). 
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O Brasil cresceu expressivamente no mercado mundial do açúcar nos 

últimos anos. De acordo com a Conab (Companhia Nacional de Abastecimento), a 

indústria da cana-de-açúcar atingiu recorde histórico com a safra de 2009, com 

aproximadamente 10% a mais do que a produção registrada em 2008, chegando a 

567 milhões de toneladas de cana-de-açúcar. Segundo James (2006), metade da 

produção brasileira é destinada à fabricação de álcool, o que coloca o Brasil em 

segundo lugar no ranking de países produtores de biocombustíveis no mundo; em 

primeiro lugar encontram-se os Estados Unidos, que extraem álcool do milho. O 

Brasil produz 13% de todo o açúcar comercializado no mundo, e com base em 

valores, açúcar e álcool são, respectivamente, terceira e oitava exportação mais 

importante do país.  

No Paraná, a cana-de-açúcar é um dos principais produtos agrícolas, 

sendo cultivada principalmente na região norte do estado, em razão aos fatores 

edafoclimáticos e à proximidade com o Estado de São Paulo (principal produtor e 

processador de cana). São 555 mil hectares em área plantada em todo o Estado. É 

o segundo produtor nacional - possui 30 unidades produtoras de açúcar e álcool, 

com impacto econômico sobre 130 municípios. No ano passado, foram produzidas 

44,8 milhões de toneladas de cana moída, 2,5 milhões de toneladas de açúcar e 2,0 

m3 de etanol (Alcopar, 2010).  

Há uma pressão crescente em todo o mundo para o aumento da 

produtividade de cultivares de cana-de-açúcar (Hanlon et al., 2000), sendo 

altamente desejável variedades de cana-de-açúcar com maior tolerância a 

condições ambientais adversas. Áreas geográficas favoráveis à produção canavieira 

estão distribuídas entre muitos países do mundo em desenvolvimento e são 

geralmente propensas a estresses abióticos, principalmente à seca, e como 

resultado, o rendimento da cana pode ser muito baixo (Zhang, 2006).  

Características como elevada ploidia, reduzida fertilidade, tamanho e 

complexidade do genoma, e interações complexas com o meio, tornam o 

melhoramento genético convencional laborioso para esta cultura. Atualmente, as 

técnicas de biotecnologia podem oferecer alternativas para a redução do tempo de 

obtenção de novos genótipos. Entre essas técnicas está a produção de plantas 

transgênicas, que abre novas perspectivas ao melhoramento convencional, 

permitindo a rápida incorporação de características desejáveis às espécies perenes.  
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Portanto, a geração de variedades resistentes a estresses por meio da 

engenharia genética é uma ferramenta com grande potencial para o melhoramento 

na produção de cana-de-açúcar (Zhang, 2006). Avanços recentes na biotecnologia 

oferecem inúmeras oportunidades que abordam questões relacionadas ao 

desenvolvimento de novas cultivares e de alto rendimento (Briggs e Koziel, 1998; 

Ellis et al., 2000). Apesar dos avanços nos sistemas de transferência de DNA, a 

atual metodologia de transformação de cana-de-açúcar está longe da ideal; são de 

preocupação imediata o conhecimento acerca do desempenho e da herdabilidade 

de transgenes em cana, a disponibilidade de elementos adequados à expressão dos 

genes e o fenômeno de silenciamento de transgenes (Lakshmanan et al., 2005).  

 

2.2. Estresses abióticos 

Os estudos sobre comportamento de plantas de importância agronômica 

frente a estresses abióticos são estratégicos para a demanda de mercado atual e 

para a sustentabilidade de sistemas agrícolas.  

Estresses são definidos como fatores externos que exercem uma 

influência desvantajosa na planta. Na maioria dos casos, o estresse é avaliado em 

relação à sobrevivência da planta, crescimento (biomassa) ou aos processos 

primários de assimilação (absorção de CO2 e minerais) que estão relacionados com 

seu desenvolvimento completo (Taiz e Zeiger, 2004). 

Entre todos os tipos de estresses abióticos, a seca e as baixas 

temperaturas são as que mais afetam o crescimento vegetal. As plantas respondem 

ao déficit hídrico e às baixas temperaturas com um número diverso de mudanças 

fisiológicas e no desenvolvimento (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Os 

efeitos nas plantas incluem, além de outros, redução nas taxas de assimilação de 

CO2, tamanho das células foliares, taxa de transpiração, potencial de água na 

planta, taxa de crescimento e abertura estomática (Hsiao, 1973). Além disso, 

estresses abióticos influenciam de maneira direta no crescimento dos perfilhos e na 

altura final dos colmos e, conseqüentemente, na produção de açúcar (Gascho e 

Shih, 1983).  Estes estresses estão interligados por diminuírem a disponibilidade de 

água para as células da planta (Verslues et al., 2006).  
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As plantas resistem a estresses através de adaptações em níveis 

fisiológicos, celulares, bioquímicos e moleculares, permitindo assim, sua 

sobrevivência. Os produtos de genes induzidos pelo estresse podem ser 

classificados em dois grandes grupos: aqueles que protegem a planta contra os 

estresses ambientais como proteínas heat-shock (Iba, 2002), açúcares (Tabaei-

Aghdaei et al., 2003), prolina (Kishor et al., 1995; Parvanova et al., 2004; Sairam et 

al., 2002); glicina betaína (Holmström et al., 2000) e proteínas anticongelantes (Atici 

e Nalbantoglu, 1999); e aqueles que regulam a expressão gênica e a transdução de 

sinais de resposta a estresses (Seki et al., 2003).  

Estresses ambientais diferentes podem induzir a expressão de uma 

mesma gama de genes (Xiong et al., 2002; Shinozaki et al., 2003; Bartels e Sunkar, 

2005; Nakashima et al., 2009), em que os produtos desses genes promovem 

tolerância a estes estresses, pela regulação da expressão de outros genes através 

de vias sinalizadoras de transdução (Xiong et al., 2002; Shinozaki et al., 2003; 

Nakashima et al., 2009).  

 Muitos estudos com milhares de genes (conhecidos como high 

throughput analysis) têm sido conduzidos para definir alterações da expressão 

gênica em plantas submetidas a estresses (Schenk et al., 2000; Kawasaki et al., 

2001; Oono et al., 2003; 2006). Tais estudos mostraram que a transdução sinal para 

expressão gênica é alterada em resposta ao estresse, e consequentemente leva a 

alterações no crescimento, desenvolvimento e adaptações às condições ambientais. 

 

2.2.1 Estresse por baixas temperaturas 

As temperaturas frias causam perdas periódicas na produtividade de 

plantas e limitam geograficamente os locais onde importantes culturas agrícolas 

poderiam crescer (Thomashaw, 1998).  

Especificamente em cana-de-açúcar, o frio é um importante estresse que 

afeta a cultura. Embora o estresse de frio seja incomum em grande parte das áreas 

onde a cana-de-açúcar é mais cultivada, frios ocasionais podem prejudicar 

severamente a cultura nessas regiões. A inserção de genes que conferem tolerância 

ao frio via engenharia genética, permitiria o cultivo da cana-de-açúcar em regiões 

sujeitas a temperaturas mais baixas durante determinado período do ano.  
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2.2.1.1 Resfriamento 

As temperaturas de resfriamento (ou chilling) representam uma das 

principais restrições ao crescimento, desenvolvimento e distribuição das plantas. As 

temperaturas de resfriamento são muito baixas para o crescimento normal, mas não 

suficientemente baixas para a formação de gelo. A maioria das espécies de plantas 

tropicais e subtropicais não possui a habilidade de adaptar-se a temperaturas de 

resfriamento e por isso sofrem danos por temperaturas menores que 10ºC. Quando 

plantas crescem a temperaturas relativamente altas (25 a 35ºC) e são resfriadas de 

15 até 10ºC, ocorre dano por resfriamento: o crescimento torna-se mais lento, 

surgem descoloração ou lesões nas folhas e a folhagem parece encharcada, como 

se fosse embebida de água por longo período. Se as raízes sofrerem resfriamento, a 

planta pode murchar (Taiz e Zeiger, 2004).  

Experimentos de resfriamento podem ser conduzidos em laboratório com 

exposições de plantas a baixas temperaturas (entre 2 e 6ºC) sob condições 

apropriadas de luminosidade. As folhas de plantas danificadas por resfriamento 

mostram inibição da fotossíntese, translocação mais lenta de carboidratos, taxas 

respiratórias mais baixas, inibição de síntese protéica e aumento da degradação de 

proteínas existentes. Todas essas respostas parecem depender de um mecanismo 

primário comum, envolvendo perda de função de membrana durante o resfriamento.   

 

2.2.1.2 Congelamento 

Em contraste, plantas de áreas temperadas evoluíram mecanismos para 

resistir aos períodos de resfriamento, com temperaturas baixas, porém não 

congelantes, quando são submetidas a um período de exposição a baixas 

temperaturas, de não congelamento, conhecido como período de aclimatação ao frio 

(Levitt, 1980 apud Xin e Browse, 2000). O período de aclimatação ao frio está 

associado com alterações bioquímicas e fisiológicas que incluem alterações no 

metabolismo de carboidratos, composição dos lipídeos da membrana, conteúdo de 

fenilpropanóides, respiração, fotossíntese e defesas do estresse oxidativo (Allen e 

Ort, 2001). Em temperaturas de congelamento (freezing), abaixo de 0ºC, ocorre 
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formação de gelo nos espaços intercelulares nos tecidos vegetais (Thomashow, 

1998, 2001; Xin e Browse, 2000).  

 

2.2.1.3 Danos celulares em resposta ao frio  

São numerosas as alterações fisiológicas e bioquímicas conhecidas por 

ocorrerem em resposta ao frio, e podem ser visualizadas na Figura 1. As mudanças 

mais notáveis incluem redução ou interrupção do crescimento, redução do conteúdo 

de água no tecido foliar (Levitt, 1980 apud Xin e Browse, 2000), breve aumento nos 

níveis de ácido abscísico (ABA) (Chen et al.,1983), alterações na composição da 

membrana lipídica (Lynch e Steponkus, 1987; Uemura e Steponkus, 1995), acúmulo 

de osmólitos como prolina, betaína, polióis e açúcares solúveis, e aumento nos 

níveis de antioxidantes (Dörffling et al., 1997; Tao et al., 1998). 

 

 
Figura 1. Alterações fisiológicas e bioquímicas das plantas 
em resposta a temperaturas de resfriamento. Algumas 
alterações são comumente observadas quando plantas são 
submetidas a baixas temperaturas, não congelantes 
(Adaptado de Xin e Browse, 2000).  

 

O acúmulo de gelo nos espaços intercelulares pode resultar em 

rompimento físico de células e tecidos, devido à formação de aderências entre o 

gelo intercelular, parede e membrana celular (Levitt, 1980 apud Xin e Browse, 2000). 
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No entanto, a maioria das lesões ocorre pela desidratação causada pelo próprio 

resfriamento (Levitt, 1980 apud Xin e Browse, 2000; Steponkus e Webb, 1992). 

Deste modo, os estresses de frio, de seca e de sal compartilham de respostas 

fisiológicas e alterações metabólicas como mecanismos de resposta; a desidratação 

pode prejudicar funções celulares de diferentes maneiras. Contudo, no caso do 

estresse de resfriamento, a lesão normalmente envolve efeitos na estrutura e na 

função de membrana (Webb et al., 1994; Uemura et al., 1995).  

A membrana plasmática é considerada o primeiro sítio a ser lesionado 

pelo frio. As membranas vegetais consistem de uma bicamada lipídica entremeada 

com proteínas e esteróis. As propriedades físicas dos lipídeos têm grandes 

influências sobre as atividades das proteínas integrais da membrana, incluindo 

H+/ATPases, transporte de íons e outros solutos, assim como o transporte de 

enzimas das quais depende o metabolismo (Taiz e Zeiger, 2004).  

Em plantas sensíveis ao resfriamento, os lipídeos na bicamada têm alta 

percentagem de cadeias de ácidos graxos saturados, e as membranas com essa 

composição tendem a se solidificar em um estado semicristalino a uma temperatura 

bem superior a 0ºC. Como membranas tornam-se menos fluidas, seus componentes 

protéicos podem não mais funcionar normalmente. O resultado é a inibição da 

atividade da H+/ATPase, do transporte de solutos para dentro e para fora de células, 

da transdução de energia e do metabolismo dependente de enzimas. Além disso, as 

folhas sensíveis ao resfriamento, expostas a altos fluxos de fótons e a temperaturas 

de resfriamento, são fotoinibidas, provocando dano agudo ao mecanismo 

fotossintético (Taiz e Zeiger, 2004). 

Como resposta, o acúmulo de osmoprotetores, como a sacarose e outros 

açúcares que ocorrem tipicamente na aclimatação ao frio, parecem contribuir para a 

estabilização de membranas, já que essas moléculas podem proteger membranas 

contra o dano induzido pelo frio em experimentos realizados in vitro (Anchordoguy et 

al., 1987 apud Thomashow, 1998, 2001). 

O hormônio ácido abscísico (ABA) também mostrou mediar o 

desenvolvimento da tolerância ao frio, já que a desidratação e a redução na pressão 

de turgor induzem a biossíntese de ABA (Taiz e Zeiger, 2004; Solanke e Sharma, 

2008). Em estudos de Robinson e Parkin (2008) com sequências promotoras de 

genes regulados pelo frio (genes COR) revelaram que em 83% dos promotores com 

os elementos cis-atuantes CRT/DRE (C repeat/dehydration-responsive element), 
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também foram encontradas sequências ABRE (ABA-responsive element), 

características de genes responsivos ao ácido abscísico (ABA).  

 

2.2.2. Estresse de frio em cana-de-açúcar 

Há uma grande demanda por variedades tolerantes a baixas 

temperaturas, visto que essas tornariam a produção de cana-de-açúcar mais 

rentável em regiões de frio mais intenso. O risco de danos por resfriamento é uma 

das maiores limitações de crescimento de cana-de-açúcar em latitudes maiores que 

30º. Temperaturas frias prejudicam plantas maduras antes da colheita e podem 

cessar o rebrotamento de plantas jovens e de socas (Ming et al., 2006). A 

temperatura ótima para o desenvolvimento de cana-de-açúcar é em torno de 35ºC, e 

temperaturas de não resfriamento, abaixo de 20ºC, reduzem significativamente seu 

desenvolvimento e rendimento (Moore 1987, apud Ming et al., 2006).  

O aparato fotossintético é responsável pela produção de açúcar, e é 

sensível tanto a temperaturas de resfriamento quanto de congelamento (Kratsch e 

Wise, 2000). As plantas com metabolismo fotossintético C4, como é o caso da cana-

de-açúcar, diferem das plantas C3 em muitos aspectos; são principalmente 

distribuídas em áreas tropicais e subtropicais, e a maioria delas é classificada como 

sensível ao frio. A temperatura ótima para plantas C4 é geralmente mais elevada do 

que para plantas C3. Já foi sugerido que o crescimento reduzido em espécies C4 em 

áreas mais frias poderia ser atribuído a inúmeros fatores, como a elevada 

temperatura ótima da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase) e a uma 

elevada ativação energética em temperaturas abaixo de 12ºC (Treharne e Cooper, 

1969 apud Du et al., 1999). 

Algumas espécies de cana-de-açúcar apresentam tolerância superior em 

genótipos de espécies mais fibrosas como S. spontaneum e S. sinense (Irvine, 1977 

apud Ming et al., 2006). Alguns estudos avaliaram a tolerância de cana-de-açúcar ao 

frio por meio de ensaios com diferentes variedades comerciais provenientes dos 

EUA, em comparação à espécie selvagem S. spontaneum (Tai, 1998; Lycums, 

1999). Como resultado, em plantas expostas a temperaturas de congelamento 

apenas a espécie selvagem mostrou tolerância significativa, observada por sua 
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habilidade de brotação pós-estresse (Lycums, 1999).  Outro trabalho, realizado com 

variedades comerciais, espécie selvagem (S. spontaneum) e híbridos 

interespecíficos, avaliou as características da qualidade do suco da cana após o 

congelamento, a fim de estabelecer correlações entre parâmetros como pH, acidez, 

danos foliares causados pelo congelamento e a qualidade do suco (Tai, 1981). 

Contudo, a maior tolerância de alguns híbridos ao resfriamento não pode ser 

correlacionada significativamente aos parâmetros citados, na grande maioria das 

amostras analisadas. A acidez do caldo de cana após resfriamento (de uma a três 

semanas posteriores ao estresse) foi indicada pelo estudo como parâmetro 

indicativo mais confiável, no que se refere à resistência do tecido foliar aos danos 

causados pela exposição ao frio. 

Para diminuir os possíveis danos causados por baixas temperaturas 

quanto à produção de sacarose, Du e colaboradores (1999) analisaram a relação 

entre possíveis indicadores de danos causados por geadas sucessivas, em oito 

variedades de cana-de-açúcar. Foi observada a relação positiva de indicadores com 

as atividades de algumas enzimas que atuam nas vias de degradação de açúcares, 

como por exemplo, a presença da enzima manitol-desidrogenase e sua correlação 

direta com a viscosidade do caldo, predizendo uma redução da concentração de 

açúcares nos colmos após exposição ao frio.  

Van Heerden e colaboradores (2009) realizaram ensaios a campo, com 

variedades provenientes da África do Sul e Louisiana (EUA) pré, pós-geada, e no 

momento de colheita, a fim de comparar a qualidade da cana. Apenas duas 

variedades (uma de cada país) responderam à aclimatação ao frio, seguida de 

geada, possibilitando a manutenção da fotossíntese e maior capacidade de acúmulo 

de sacarose nos colmos antes da colheita. 

Apesar de haver variabilidade genética para tolerância ao frio no 

complexo Saccharum, fazer cruzamentos inter-específicos básicos envolvendo 

diferentes espécies de Saccharum e variedades comerciais requer no mínimo uma 

década só para  a introgressão de alelos que conferem tolerância ao frio (Ming et al., 

2006). Assim, o uso de técnicas derivadas da biologia molecular pode otimizar esse 

processo, como por exemplo, através de ferramentas como a biotecnologia, que 

pode permitir recombinação genética além da escala permitida pelo melhoramento 
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convencional (Zhang et al., 2004). Zhang e colaboradores (2004) utilizaram 

marcadores moleculares para avaliar a diversidade genética de Erianthus e S. 

spontaneum, e esclarecer a classificação molecular de espécies relacionadas a 

Saccharum além de caracterizar o real híbrido entre Saccharum e Erianthus.  

Com relação a genômica funcional, poucos estudos foram conduzidos 

para desvendar as respostas da cana-de-açúcar aos estresses bióticos e abióticos 

ou o papel dos fitormônios em tais processos (Rocha et al., 2007). Entre este, 

destacam-se os trabalhos que avaliaram as alterações no transcriptoma da cana-de-

açúcar induzidos pelo frio (Nogueira et al., 2003) e em resposta ao fitormônio metil-

jasmonato (De Rosa et al., 2005). 

Nogueira e colaboradores (2003) avaliaram a expressão gênica em 

plântulas de cana-de-açúcar expostas a 4ºC. Foram encontrados 34 genes induzidos 

e 25 genes reprimidos pelo frio, num total de 263 mil sequências expressas (ESTs – 

expressed sequence tags) no banco de dados de cana-de-açúcar (SUCEST – 

SugarCane EST). Com base nesses dados, foi proposto um modelo de resposta ao 

frio em cana-de-açúcar. Nesse modelo são identificados vários fatores de 

transcrição envolvidos na proteção contra estresse oxidativo, transportadores de 

açúcar, degradação protéica e síntese de parede celular. Estes genes podem ser 

bons alvos para estudos e possivelmente conferem tolerância ao frio em cana 

(Nogueira et al., 2003). 

Como os dados genômicos de cana-de-açúcar continuam a se expandir, 

genes que conferem tolerância a estresses provavelmente serão descobertos, suas 

vias poderão ser esclarecidas, e genes de outras espécies poderão ser incorporados 

ao germoplasma de variedades comerciais de cana-de-açúcar. No entanto, há muito 

mais pesquisas sendo conduzidas com relação aos mecanismos de tolerância para 

estresses em espécies como milho, arroz, trigo, Arabidopsis e soja, quando 

comparadas ao que vem sendo realizado com cana-de-açúcar (Asnagui et al., 

2004).  
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2.3. Senescência 

A senescência é o estágio final de desenvolvimento, e entendê-la é 

importante não apenas para razões científicas, como também para propósitos 

práticos. A senescência prematura leva a queda da capacidade fotossintética, e 

consequentemente, a um menor rendimento. No cenário agrícola, a senescência 

foliar pode limitar o rendimento de determinadas culturas e também pode contribuir 

para perdas de culturas vegetais no período pós-colheita.  Sendo assim, estudos de 

senescência foliar contribuirão não só para o conhecimento sobre este processo de 

desenvolvimento, como também para aplicações agrícolas (Gan e Amasino, 1997).  

Embora ocorra de maneira dependente de idade, a senescência foliar é 

bastante afetada por fatores endógenos e sinais ambientais para sintonizar a curta 

vida das folhas e otimizar o estado das plantas (Gan e Amasino, 1997). Portanto, a 

senescência não é um simples processo degenerativo, mas é um processo 

geneticamente programado, ativo, que contribui para o bom estado das plantas (Kim 

et al., 2006), e também desempenha um papel vital na reciclagem de nutrientes, 

especialmente na remobilização de nitrogênio (Himelblau e Amasino, 2001; Lim et 

al., 2007). Não se trata apenas de um processo passivo de morte de uma folha 

devido à sua idade, mas também de um processo rigidamente controlado, durante o 

qual, componentes celulares são degradados de um modo coordenado, e só quando 

nutrientes são realocados para outras partes da planta, é que a célula finalmente 

morre (Gan e Amasino, 1997; Nooden et al., 1997; Hortensteiner e Feller, 2002; Lim 

et al., 2007). Os produtos desse processo catabólico são realocados para o 

desenvolvimento de órgãos, como folhas mais jovens, e germinação de sementes 

(Himelblau e Amasino, 2001). Em cana-de-açúcar, por exemplo, durante seu período 

de maturação ocorre a senescência foliar e mobilização de carboidratos das folhas 

(fonte) para o colmo (dreno). 

Durante a senescência, as células das folhas passaram por mudanças 

marcantes na estrutura e no metabolismo celular. O sinal mais óbvio da senescência 

é a mudança das cores de verde para amarelo, vermelho ou laranja, resultado da 

degradação de clorofila, frequentemente combinada com acúmulo de antocianinas 

(Hoch et al., 2001). Durante esse processo, a fotossíntese declina e a folha altera 

seu metabolismo anabólico para catabólico, os cloroplastos transformam-se em 
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gerontoplastos. Tal queda inicial é limitada às células do mesofilo, enquanto que as 

células da epiderme, inclusive estômatos e células do floema, permanecem intactas 

e funcionais (Feller e Fischer, 1994). Mesmo para as células fotossintetizantes, a 

degradação em seu início é apenas parcial e a compartimentalização é mantida com 

mitocôndrias intactas, peroxissomos e vacúolos até estágio finais (Lee e Chen, 

2002; Bhalerao et al., 2003). 

Os açúcares são conhecidos por agir como moléculas sinalizadoras 

durante vários estágios de desenvolvimento da planta, incluindo a senescência foliar 

(Rolland et al., 2002), mas os efeitos de açúcares nesse processo são derivados da 

luz (Veja modelo na Figura 2). O controle de açúcar na senescência é influenciado 

por outros fatores, como status de nitrogênio, condições de luz e estádio de 

desenvolvimento (Jordi et al., 2000; Ono et al., 2001; Weaver et al., 2001; Paul e 

Foyer, 2001). Uma integração entre balanço de fatores internos e externos é 

importante no controle da indução de senescência foliar (Yoshida, 2003), como 

interações entre CO2, enriquecimento e fornecimento de nitrogênio (Wingler et al., 

2005). A degradação de lipídios também é ativada (Thompson et al., 1998), e a 

degradação dos produtos desses lipídios é metabolizada e convertida em seiva 

elaborada para translocação para fora das folhas senescentes (Thompson et al., 

1998; Kaup et al., 2002).  

Já foi sugerido que a senescência das folhas é desencadeada por um 

declínio na fotossíntese dependente da idade (Hensel et al., 1993). Atualmente é 

mais aceito que esse declínio na fotossíntese seja uma conseqüência de acúmulo 

de açúcar, especialmente durante estágios precoces da senescência (Noodén et al., 

1997; Wingler et al., 1998, 2006; Masclaux et al., 2000). Resultados de Wingler e 

colaboradores (2004, 2006) mostraram que a regulação da senescência por 

açúcares é dependente de nitrogênio, apoiando a hipótese de que a senescência é 

regulada através do balanço entre carbono e nitrogênio nas folhas (Masclaux et al., 

2000; Masclaux-Daubresse et al., 2002).  Isto pode também explicar a senescência 

acelerada em plantas crescidas em elevado nível de CO2 (Nie et al., 1995; Miller et 

al., 1997). Sidgurdsson (2001) afirma que o aumento de CO2 induz a senescência 

em extensões bem maiores no algodoeiro com baixo fornecimento de nitrogênio, do 

que a mesma espécie com um fornecimento maior de nitrogênio.  
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de citocininas durante a fase de senescência obtidas através de transgenia podem 

diminuir significativamente a senescência de órgãos vegetais, incluindo folhas, e 

aumentar a produtividade de plantas acima de 50% (Hull et al., 2000; Mikkelsen et 

al., 2004).  

Além do controle da longevidade, CKs são grupos de fitormônios que 

possuem muitas funções críticas nas plantas (Gan e Amasino, 1995; Kim et al., 

2006), como o controle de proliferação celular, formação de ramos, lançamento de 

ramificações (Barlier et al., 2000; Bak et al., 2001), proliferação de raízes (Werner et 

al., 2001), dominância apical (Tanaka et al., 2006), filotaxia (Giulini et al., 2004), 

competência reprodutiva (Ashikari et al., 2005), sinalização nutricional e realocação 

de nutrientes (Takei et al., 2004, Barlier et al., 2000; Bak et al., 2001). Também é de 

conhecimento que as citocininas participam da manutenção de funções do 

meristema (Werner et al., 2003; Higuchi et al., 2004; Leibfried et al., 2005; Kurakawa 

et al., 2007) e da modulação do metabolismo e morfogênese em resposta a 

estímulos ambientais (Sakakibara et al., 2006; Werner et al., 2006). 

São propostas duas vias possíveis para a biossíntese de citocininas: uma 

é derivada da degradação de tRNA e outra é derivada da isopentenilação de três 

nucleotídeos de adenina (Figura 3). A primeira identificação de substratos para a via 

foi descrita em Dictyostelium discoideum (Taya et al., 1978 apud Sakakibara, 2004). 

Este estudo encontrou que dimetilalilfosfato (DMAPP) e adenosina monofosfato 

(AMP) são substratos para reações biossintéticas de duas citocininas, iP ribosídeo 

(iPR) e isopenteniladenina (iP), cujo produto primário resultante é iP-ribosídeo-5’-

monofosfato (iPRMP). Esta reação é catalizada pela isopenteniltransferase (IPT).  
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Figura 3. Reações primárias da biossíntese de citocininas 
catalizadas por IPT e tRNA-IPT (Sakakibara, 2005).  

 

Como primeiro passo na biossíntese de citocininas, ocorre a transferência 

de um grupo isopentenil de um dimetilalil difosfato para o nucleotídeo adenina (ATP, 

ADP ou AMP), reação catalizada pela enzima isopenteniltransferase (IPT). Um dos 

grupos metil da cadeia isopentenil é então hidroxilado por uma citocromo P450 

(Zhao, 2007). Em plantas superexpressando o gene ipt, citocininas sob a forma 

transzeatina (tZ) e iP super-acumulam (Faiss et al.,1997; Zubko et al., 2002) 

provavelmente  devido a inativação e estoque de citocininas em excesso.  

As formas naturais de citocininas ocorrentes são: transzeatina (tZ),  

isopenteniladenina (iP), cis-zeatina (cZ) e diidrozeatina (DZ) (Figura 4), largamente 

encontradas na maioria das espécies de plantas (Mok e Mok, 2001). Estas CKs 

diferem quanto à posição das estruturas da cadeia, hidroxilação do lado terminal da 

cadeia, e na posição estéreo isomérica e saturação de isoprenóides na cadeia 

lateral. Dentre as quatro espécies, tZ e iP são as mais comuns em plantas, mas os 

significados fisiológicos dessas diferenças na estrutura das cadeias laterais não são 

claros (Hirose, 2008). 
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As CKs envolvidas no atraso da senescência são, sobretudo, a zeatina e 

a diidrozaetina, as quais podem ser transportadas para as folhas a partir das raízes 

através do xilema, juntamente com a corrente de transpiração (Noodén et al., 1990). 

A maioria das pesquisas realizadas para se determinar o papel que as 

citocininas desempenham no crescimento e desenvolvimento, foi focada em análises 

de efeitos de aplicações exógenas de citocininas (Kieber, 2002). Tais estudos 

utilizaram diferentes tipos de espécies de vegetais e de delineamentos 

experimentais, muitas vezes dificultando possíveis comparações. Além disso, nem 

sempre está claro como os efeitos de aplicações exógenas de hormônios são 

indicadores de seu papel fisiológico. Para evitar estes problemas, níveis endógenos 

de citocininas foram alterados através da obtenção de plantas transgênicas 

expressando o gene ipt proveniente de A. tumefasciens sob o controle de diferentes 

promotores (Ainley e Key, 1993; Klee, 1994).  

 

2.3.2. Citocininas e fotossíntese  

 As citocininas estão envolvidas no controle da formação e função dos 

cloroplastos, bem como suas atividades enzimáticas, acúmulo de pigmentos, e taxas 

fotossintéticas (Yaronskaya et al., 2006); mais especificamente estimulam a 

expressão de enzimas fotossintéticas como a Rubisco e, de modo mais geral, o 

desenvolvimento de cloroplastos funcionais (Kusnetsov et al., 1994 apud Boonman 

et. al., 2007).  

Zubo e colaboradores (2008) demonstraram que aplicações exógenas de 

citocininas estimularam a transcrição de genes do cloroplasto em folhas destacadas 

de cevada, e que a habilidade dessas plantas em responder a tratamentos com 

citocininas depende da idade de suas células foliares. Portanto, esse trabalho 

demonstrou que as CKs aumentaram substancialmente e de modo diferente a 

transcrição de alguns genes localizados nos cloroplastos, comparando a atividade 

diferenciada desses genes antes dos tratamentos com esses fitormônios em cevada. 

O fitormônio também parece desempenhar papel regulatório na aclimatação 

fotossintética de diferentes gradientes de luz em dosséis, já que o transporte de 

citocininas sintetizadas nas raízes depende da taxa de transpiração da parte aérea 

(Boonman et. al., 2007). Em estudos de Boonman e colaboradores (2007) com 
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plantas de tabaco e Arabidopsis, concluiu-se que a distribuição de citocininas está 

envolvida com a regulação da aclimatação fotossintética de toda planta aos 

diferentes gradientes de luz dos dosséis.  

A proteção dos processos bioquímicos associados à fotossíntese através da 

produção de citocininas pode ser verificada em estudos realizados por Rivero e 

colaboradores (2009) com plantas de tabaco transgênicas contendo o cassete 

pSARK:ipt durante o estresse hídrico. Esse trabalho mostrou que a produção de 

citocininas culmina com a proteção de processos bioquímicos associados à 

fotossíntese e a indução da fotorrespiração durante o estresse hídrico, o que pode 

contribuir com a proteção da fotossíntese durante a seca. Essas plantas 

transgênicas indicaram a possibilidade de aumentar sua eficiência na captação de 

água e aumento da tolerância ao déficit hídrico. 

A adaptação das plantas à deficiência de água está associada a rearranjos 

estruturais e funcionais da maquinaria fotossintética, e muitas dessas mudanças são 

reguladas por CKs (Chernyad’ev, 2005), visto que estes fitormônios aceleram a 

regeneração e a formação de novos cloroplastos através da regulação da formação 

de membrana, além da síntese de componentes da cadeia transportadora de 

elétrons (Veselova et al., 2006). 

 

2.3.3. Citocininas e o frio 

Os mecanismos de percepção de estresses ambientais pelas plantas e a 

conversão destes sinais em respostas fisiológicas, em conseqüência aos fenômenos 

físicos (como a escassez de água ou temperaturas extremas) ainda são alvo de 

muitos estudos. Entretanto, os hormônios vegetais são fortes candidatos em possuir 

importantes papéis na transformação desses sinais, ativados por estresses, em 

mudanças fisiológicas, decorrentes de alterações na expressão gênica. As baixas 

temperaturas restringem o crescimento das plantas por inibição do ciclo celular, e os 

hormônios vegetais desempenham um papel importante neste processo. No entanto, 

os mecanismos moleculares em que fitormônios afetam o crescimento a baixas 

temperaturas ainda são amplamente desconhecidos (Xia et al., 2009).  

A interação antagônica entre ABA e CKs em processos como 

senescência, transpiração, formação de sementes e dormência de gemas, levou 
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muitos pesquisadores a investigarem se os seus níveis relativos podem ser 

importantes na revogação dos efeitos de estresse (Hare et al., 1997b). Níveis 

endógenos de ABA aumentam em muitas espécies por exposição a baixas 

temperaturas e a aplicação de ABA também é capaz de induzir resistência ao frio 

em algumas espécies (Chandler e Robertson, 1994; Ryu et al., 1995). Já foi descrito 

que a atividade das citocininas aumenta nas raízes durante o armazenamento frio de 

estacas de uva cortadas (Skene, 1972 apud Hare et al., 1997b) e em gemas de 

álamo durante o resfriamento e processo de formação dessas plantas (Hewett, 1973 

apud Hare et al., 1997b). Em contrapartida, estudos envolvendo monitoramento de 

alterações endógenas nos níveis de CKs e ABA em trigo, durante período de 

aclimatação e não aclimatação, sugerem que CKs não participam deste processo 

durante o inverno, mas são aparentemente muito importantes na continuação do 

crescimento durante a primavera (Taylor et al., 1990 apud Hare et al., 1997b). 

 A maioria dos genes regulados por citocininas caracterizados até então 

são conhecidos por serem controlados por outros fatores. Muitos estão envolvidos 

em resposta a estresses, luz ou outras perturbações ambientais, e estão 

frequentemente regulados por outros hormônios vegetais (Hare e Van Staden, 

1997a). Esses resultados são consistentes quanto à ação de deslocamento de CKs 

e seu papel mediador de respostas das plantas a diversos estresses.  Também 

ocorrem alterações nos níveis de acúmulo de citocininas de acordo com a 

disponibilidade de bases livres; conjugados de açúcar são estocados e formas de 

citocininas são inativadas (Brandon, 1992 apud Sakakibara, 2005).     

Em ensaios de resfriamento de raízes de trigo, Kudoyarova e 

colaboradores (1998), observaram ligeiro acúmulo de citocininas nas raízes durante 

o período inicial do experimento, que foi reduzido ao longo do experimento para 

concentrações menores que as iniciais. Em conseqüência, o decréscimo abrupto na 

concentração de CKs nos brotos pôde ser observado 15 minutos após o início do 

tratamento. Tal fato pode ter ocorrido em detrimento da inibição do crescimento das 

folhas, sendo, portanto, importante entender os mecanismos que permitem essa 

redução abrupta na concentração de citocininas na parte aérea, em resposta ao 

resfriamento de raiz.  

Sob baixas temperaturas, os teores de citocininas podem ser diminuídos, 

e esse decréscimo pode estar relacionado ao fechamento dos estômatos (Veselova 
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et al., 2005), e o teor de ácido abscísico aumenta para induzir a expressão de genes 

relacionados à aclimatação ao frio (Xiong et al., 2001). Esses resultados trazem um 

indício de que baixas temperaturas podem alterar os níveis de hormônios vegetais, 

prolongar o processo de ciclo celular, e desencadear a sinalização de vias de 

aclimatação ao frio; no entanto, não está claro como se precede a comunicação 

destas vias de sinalização (Xia et al., 2009).  

A duração do ciclo celular em meristema radicular de milho (Zea mays) 

aumentou 21 vezes quando a temperatura foi diminuída de 25 a 3°C (Francis e 

Barlow, 1988). No meristema de raiz de cebola (Allium cepa), quando a temperatura 

foi diminuída de 25 para 10°C, a duração do ciclo celular aumentou 17,6 para 69 h 

(Giménez-Abian et al., 2004). Análises do crescimento de folhas de milho mostraram 

que a temperatura de resfriamento aumentou a extensão do ciclo celular em 64% 

em relação à temperatura normal, mas, em contrapartida, não afetou o tamanho das 

células maduras. Tal fato sugere que a taxa de crescimento diminuiu a baixas 

temperaturas como resultado de um período prolongado do ciclo celular, e não de 

uma redução na expansão celular total (Rymen et al., 2007). No entanto, 

mecanismos associados à regulação do ciclo celular em baixas temperaturas 

permanecem obscuros, embora uma investigação da expressão de genes 

relacionados ao ciclo celular tenha sido iniciada por Rymen e colaboradores (2007). 

 

2.4. Gene e promotor 

2.4.1. Isopenteniltransferase (ipt) 

A conversão de AMP e dimetilalil pirofosfato (DMAPP) para a forma ativa 

de citocinina, iPMP (isopenteniladenosina-5-monofosfato), foi primeiramente 

identificada em Dictyostelium discoideum (Taya et al., 1978). Posteriormente, o gene 

isopenteniltransferase (ipt) de Agrobacterium tumefaciens mostrou codificar uma 

enzima de atividade similar (Akiyoshi et al., 1984 apud Kieber, 2002). O gene ipt 

também foi identificado em muitas outras bactérias, e sua atividade foi detectada em 

extratos de uma variedade de tecidos vegetais, mas as enzimas dessas plantas não 

foram purificadas e os genes correspondentes não foram clonados (Kieber, 2002). O 

aumento do nível de citocininas nas plantas tem sido obtido através de engenharia 
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genética pela inserção do gene ipt, o qual codifica a primeira enzima envolvida na 

síntese deste regulador de crescimento (McGraw e Burch, 1995). 

Plantas transgênicas de várias espécies contendo o gene ipt já tiveram 

seu programa de senescência alterado através da superprodução de citocinas e 

apresentaram menor abscisão foliar, manutenção de folhas fotossinteticamente 

ativas por maior tempo, atraso na floração (Gan e Amasino, 1995; McCabe et al., 

2001), além de aumento da tolerância a estresses abióticos e bióticos (Hare et al., 

1997b; Zhang et al., 2000; Buchanan-Wollaston, 2003; Rivero et al., 2007). 

Muitas estratégias foram utilizadas para manipular a expressão do ipt em 

plantas transgênicas, por meio de diferentes promotores, incluindo indução por calor, 

ferimento, luz e tecidos específicos. A maioria das plantas que contém construções 

com promotores constitutivos fusionados ao gene ipt exibe redução na senescência 

e anormalidades morfológicas e de desenvolvimento (Gan e Amasino, 1997). As 

elevadas concentrações foliares de citocininas causam esses efeitos negativos na 

morfologia, no desenvolvimento e na fertilidade das plantas (Medford et al.; 1989; 

Smart et al.; 1991; Wang et al., 1997). Tal fato é decorrente da influência das 

citocininas, que podem alterar muitos processos de desenvolvimento pela 

superprodução desses hormônios antes da senescência. 

Para evitar esse problema, um promotor específico de senescência 

SAG12 foi utilizado para expressão de ipt (Gan e Amasino, 1995). Tal promotor ativa 

a expressão do ipt em folhas apenas no início da senescência, como resultado há 

um aumento no nível de citocininas, que previne a senescência das folhas e resulta 

na atenuação da atividade do promotor, e previne assim, o acúmulo excessivo de 

citocininas para um nível que poderia interferir em outros aspectos de 

desenvolvimento da planta. Trata-se de um loop autoregulatório. A senescência 

foliar em plantas transgênicas de tabaco contendo o referido transgene foi 

eficientemente retardada sem anormalidade de desenvolvimento nesses eventos 

(Gan e Amasino, 1997). O uso do promotor SAG12 fusionado ao gene ipt também 

reduziu o amarelamento em alface, e brócolis antes e depois da colheita (McCabe et 

al., 2001; Chen et al., 2001).  

A senescência prematura induzida por estresse também possui efeito 

negativo sobre a produtividade, e plantas que permanecem verdes podem exibir 

aumento de resistência a estresses (Buchanan-Wollaston, 2003). O uso desse 

41



 

 

sistema para melhorar a tolerância a estresses foi verificado primeiramente em 

Arabidopsis. A espécie foi transformada com a mesma fusão SAG12:ipt e mostrou 

além da senescência tardia, um aumento na tolerância a alagamentos (Zhang et al., 

2000). Outras espécies, como milho, sorgo, arroz e Festuca pratensis (gramínea 

ornamental) foram transformadas com o gene ipt e descritas por permanecerem 

verdes por um período mais longo (Thomas e Smart, 1993; Thomas et. al., 2003). 

Como conseqüência, tais plantas possuem elevados rendimentos e resistência 

contra seca e doenças (Thomas e Smart 1993; Thomas et. al., 2003).  

Há muitos exemplos de plantas onde a senescência foliar é atrasada com 

sucesso quando o gene ipt está sob controle de outros promotores, como 

promotores cobre-induzido (McKenzie et al., 1998), maturação e estresse-induzido 

(Rivero et al., 2007) ou calor-induzido (Smart et al., 1991). Rivero e colaboradores 

(2007) obtiveram plantas transgênicas de tabaco expressando o gene ipt dirigido por 

promotor maturação e estresse-induzido. Notavelmente, a supressão da 

senescência foliar, em razão da produção de citocininas, contribuiu para um 

aumento da tolerância à seca dessas plantas transgênicas, como pode ser 

demonstrado, dentre outras respostas, pelo vigoroso crescimento após um longo 

período de restrição à irrigação. Possivelmente, esta proteção deve-se a maior 

proteção contra os efeitos do estresse oxidativo e, como conseqüência, a supressão 

do programa de morte celular em células senescentes.  

A expressão do ipt também já foi verificada em efeitos associados a 

aumento de resistência a estresses bióticos. Plantas de tabaco com o gene ipt sob 

controle de promotor induzido por ferimento dificultaram severamente a alimentação 

e desenvolvimento de insetos nessas plantas (Smigocki et al., 1993; apud Hare et 

al., 1997b). Outro estudo demonstrou que o gene ipt, ao mediar a superprodução de 

CKs em tomate, aumenta a resistência ao fungo patógeno Fusarium oxysporum 

(Storti, 1994; apud Hare et al., 1997b); e  em plantas de tabaco transgênicas não 

enraizadas, também verificou-se uma relação do gene ipt com a expressão de RNAs 

mensageiros e  a defesa de organismos patogênicos. Além disso, tem sido proposto 

que produtos resultantes de vias de metabolismo secundário são afetados por 

elevados níveis de CKs, e também são candidatos encontrados em aumento de 

resistência de plantas contendo ipt a infecção de patógenos (Smigocki et al., 1993 

apud Hare et al., 1997b). Em plantas transgênicas de uma gramínea ornamental 
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com o gene ipt de A. tumefaciens dirigido pelo promotor constitutivo ubiquitina do 

milho, houve maiores teores de clorofila, perfilhamento e tolerância ao frio das 

plantas transgênicas quando comparadas às não transformadas (Hu et al., 2005). 

 

2.4.2. Promotor frio-induzido COR15a 

Com os recentes avanços nos estudos dos genes relacionados a 

estresses abióticos e bióticos, a caracterização de promotores de genes estresse-

induzidos tem aumentado nesta última década (Grover et al., 2001). Os promotores 

constitutivos são apropriados para a obtenção de altos níveis de expressão gênica. 

Todavia, algumas vezes os promotores constitutivos não são desejáveis, pois a 

superexpressão constitutiva do transgene pode ocasionar efeitos pleiotrópicos 

indesejáveis para as plantas sob condições normais de crescimento (Su et al., 1998; 

Bajaj et al., 1999) e reduzir sua produtividade, já que a superexpressão de trangenes 

pode competir por energia e esqueletos de carbono, impedindo a síntese de RNAs e 

proteínas importantes para o desenvolvimento da planta. Portanto, é desejável obter 

plantas transgênicas que acumulam seus produtos transgênicos apenas sob 

condições de estresse (Rai et al., 2009). A maioria dos promotores estresse-

induzidos contém sequências de elementos atuando em cis que são reconhecidos 

por fatores de transcrição específicos. Exemplos de proteínas com promotores 

estresse-induzidos são: HSP (heat shock protein); RD29 (induzido por estresse 

osmótico), ADH (induzido por estresse anaeróbico) e COR39 (induzido pelo frio) 

(Jaglo et al., 2001).  

Muitas das proteínas possuem atividades já conhecidas e que contribuem 

para aumento da tolerância ao congelamento. A maioria dos genes, entretanto, 

codifica proteínas descobertas como as encontradas em Arabidopsis - COR6, 

COR15A, COR78, ou homólogos de proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant), 

como a proteínas de Arabidopsis codificada pelo gene COR47. Os polipeptídeos 

codificados por esses genes frio-induzidos pertencem a grupos baseados na 

similaridade das sequências de aminoácidos, mas todos compartilham a propriedade 

de serem hidrofílicos. Por exemplo, o gene COR15a de Arabidopsis codifica um 
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polipeptídeo de 15kD que é direcionado para o estroma dos cloroplastos 

(Thomashow, 1994).  

A primeira evidência de que os genes regulados por frio ou cold regulated 

(COR) estão envolvidos funcionalmente ao processo de aclimatação ao frio foi 

comprovada por Artus e colaboradores (1996), através da obtenção de linhas 

transgênicas de Arabidopsis thaliana com expressão constitutiva do gene COR15a. 

Os eventos superexpressando o gene COR15a, sob condições não aclimatadas, 

tiveram sua tolerância ao frio alterada, tanto em condições in situ quanto in vitro. A 

proteína COR15a foi localizada no estroma do cloroplasto e demonstrou oferecer 

proteção aos cloroplastos e protoplastos. Esses autores propuseram a atuação 

desta proteína na formação de estruturas hexagonais, através de alterações na 

curvatura da membrana interna do cloroplasto (Artus et al., 1996; Steponkus et al., 

1998).   

Nakayama e colaboradores (2007) estudaram as atividades e 

propriedades bioquímicas do polipeptídeo COR15a em sua forma madura 

(conhecido como cor15am), localizado no estroma de cloroplastos e com 

capacidade de formar oligômeros (apesar da aclimatação ao frio não ser um pré-

requisito para processos de oligomerização), proteger enzimas lábeis ao frio da 

inativação, e estar diretamente associados com potenciais substratos. Tais 

evidências sugerem novos mecanismos crioprotetores, e ainda, mesmo sem 

evidências diretas, os autores propõem que tais polipeptídeos possam se associar a 

enzimas de membranas instáveis ao frio, sob condições distintas. O mecanismo pelo 

qual o gene COR15a aumenta a tolerância ao frio é intrigante já que o aumento da 

sobrevida também é uma manifestação de aumento na crioestabilidade da 

membrana plasmática, e o peptídeo COR15a está localizado dentro do estroma, no 

cloroplasto (Monroy e Dhindsa, 1995). Mais investigações deverão ajudar na 

compreensão das bases moleculares de proteção do polipeptideo maduro 

COR15am na membrana do cloroplasto (Nakayama et al., 2007). 

Experimentos com o perfil de transcritos durante a aclimatação de 

Arabidopsis ao frio mostram que múltiplas vias regulatórias são ativadas, e uma via 

importante envolve a regulação da família de fatores de transcrição CBF/DREB (C-

repeat/dehydration-responsive element binding factor) (Shinozaki e Yamaguchi-

Shinozaki, 2000; Robinson e Parkin, 2008).  As proteínas CBF/DREB são 
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reguladores transcricionais que se ligam especificamente a elementos cis-atuantes, 

responsivos ao frio e à desidratação, denominados CRT/DRE (C-repeat/DRE-

dehydratation responsive element), que contêm o motivo CCGAC, presente nos 

promotores dos genes COR. Estes genes incluem COR78, COR6.6, COR47 e 

COR15a (Cheong et al., 2002). As proteínas CBF/DREB induzem a expressão de 

centenas de genes (Maruyama et al., 2004; Vogel et al., 2005), que juntos, trazem 

um aumento de tolerância ao congelamento (Jaglo-Ottosen et al., 1998). Tal 

processo envolve acúmulo de metabólitos crioprotetores de baixo peso molecular 

como a rafinose, sacarose e prolina (Cook et al., 2004), e a produção de 

polipeptídeos crioprotetores, como COR15a (Steponkus et al., 1998). 

Robinson e Parkin (2008) por meio de Análise Serial de Expressão 

Gênica (SAGE) do perfil de sequências promotoras de 63 genes COR, e revelaram 

que 24 deles possuem elementos cis-atuantes CRT/DRE (CCGAC) reconhecidos 

por CBF/DREB. Nenhuma correlação foi encontrada entre o número de elementos 

CRT/DRE encontrados em cada promotor e a intensidade da expressão gênica.  

 

2.5. Transformação genética de cana-de-açúcar 

Em razão da importância global do açúcar e álcool como commodities, o 

melhoramento de cana-de-açúcar via engenharia genética tem sido alvo de 

interesse de multinacionais detentoras de patentes dessa tecnologia.  

O melhoramento direcionado para obter tolerância a estresses em plantas 

de cana-de-açúcar tem mostrado considerável grau de sucesso no desenvolvimento 

de variedades de melhor desempenho a campo. Ainda assim, a cana-de-açúcar 

apresenta características que a tornam uma excelente planta para o melhoramento 

por meio de transformação genética, tendo em vista a facilidade de regeneração de 

plantas a partir de calos embriogênicos cultivados in vitro e por sua multiplicação em 

escala comercial através de propagação vegetativa, o que facilitaria a distribuição de 

eventos transformados estáveis até os produtores (Melloto-Passarin, 2009).  

Calos embriogênicos, gerados via embriogênese indireta, foram 

amplamente escolhidos como material alvo para receber DNA exógeno em cana-de-

açúcar, principalmente em transformação mediada por microprojéteis, ou biobalística 

(Bower e Birch, 1992; Bower et al., 1996; Gallo-Meagher e Irvine, 1996; Falco et al., 
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2000). Um grande número dos cultivares de cana-de-açúcar até agora testados 

produziram calos embriogênicos de tecidos de folhas jovens, e plantas podem ser 

prontamente regeneradas destes calos (Chen et al., 1988; Molinari, comunicação 

pessoal). Apesar do sucesso dessa abordagem, há algumas limitações existentes, 

que incluem: trabalho intensivo para desenvolvimento e manutenção dos calos 

embriogênicos, extensão de tempo requerido para a produção da planta transgênica, 

possíveis efeitos de variação somoclonal devido à exposição prolongada ao 2,4-D e  

as respostas dependentes do genótipo (Lakshmanan et al., 2005; Snyman et al., 

2006). Além de calos embriogênicos, outros tecidos também foram utilizados com 

sucesso em transformações por bombardeamento de cana-de-açúcar, como: 

suspensão de células regeneráveis (Franks e Birch, 1991; Chowdhury e Vasil, 

1992), meristemas apicais (Gambley et al., 1993), e verticilos imaturos de folhas e 

inflorescências (Elliott et al., 2002; Lakshmanan et al., 2003). 

A transformação mediada por microprojéteis é a técnica para introdução 

de DNA mais explorada como método de transformação de cana-de-açúcar até o 

momento, e começou a ser desenvolvida em meados de 1960 para inoculação de 

plantas intactas com partículas virais infecciosas (MacKenzie et al., 1966 apud 

Lakshmanan et al., 2005). O método de biobalística foi descrito inicialmente por 

Sanford e colaboradores (1987; 1990) e utiliza microprojéteis de ouro ou tungstênio 

em alta velocidade para introduzir ácidos nucléicos em células e tecidos in vivo; 

essas partículas penetram a parede e a membrana celular de maneira não-letal, 

alojando-se aleatoriamente nas organelas celulares. O DNA é então dissociado das 

micropartículas pela ação do líquido celular, e integrado ao genoma do organismo 

receptor (Sanford, 1990; Rech e Aragão, 1998). 

Em cana-de-açúcar, a biobalística foi utilizada por pesquisadores do 

Havaí a fim de produzir plantas transgênicas de diferentes espécies de Saccharum 

(Maretzki et al., 1990). Investigações acerca de transformação mediada por 

microprojéteis realizadas por Franks e Birch (1991) na Austrália levaram ao 

desenvolvimento das primeiras plantas transgênicas de cana-de-açúcar de 

variedade comercial com o gene de resistência a antibióticos aminoglicosídeos, nptII 

(Bower e Birch, 1992). Em sequência, transformações por biobalística de diferentes 

variedades, foram relatadas por muitos laboratórios em todo o mundo (Birch e 
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Maretzki, 1993; Bower et al., 1996; Birch, 1997; Irvine e Mirkov, 1997; Nutt et al., 

1999). 

No entanto, o método biobalístico, mesmo sendo atrativo para cana-de-

açúcar, apresenta problemas quanto à complexidade de integração, e pode gerar 

inserções múltiplas do transgene e resultar em silenciamento ou instabilidade do 

mesmo (Lessard et al., 2002). Arencibia e colaboradores (1998) e Elliot (1998) 

avaliaram o uso da bactéria Agrobacterium tumefaciens como método alternativo na 

transformação genética de cana-de-açúcar. Entretanto, o espectro natural de 

hospedeiro desta bactéria definido como a habilidade de formar tumor, não inclui a 

maioria das monocotiledôneas, como a cana-de-açúcar. São muitos os fatores que 

influenciam tal transformação, como: genótipo da planta, tipo de explante, linhagem 

de Agrobacterium e o vetor binário. Assim, são fundamentais a otimização e 

adequação de protocolos visando o uso rotineiro desta técnica nos laboratórios, 

ainda que haja relatos de êxito em transformação via Agrobacterium combinada à 

técnica de biobalística (Melloto-Passarin, 2009).  

Plantas transgênicas de cana-de-açúcar com diferentes características de 

interesse comercial já foram desenvolvidas, como por exemplo, plantas resistentes a 

herbicidas (Chowdhury e Vasil, 1992; Gallo-Meagher e Irvine, 1996; Enriquez-

Obregon et al., 1998; Leibbrandt, 2003), a insetos (Arencibia et al., 1997,1999; 

Braga et al., 2003), ao vírus mosaico (Ingelbrecht et al., 2004), ao vírus da doença 

de Fiji (McQualter et al., 2004) e a bactéria causadora da escaldadura das folhas 

(Zhang et al., 1999). Também, foram obtidas plantas transgênicas de cana-de-

açúcar tolerantes ao déficit hídrico (Zhang et al., 2006), com alteração na atividade 

da enzima polifenol oxidase e sacarose fosfato sintase (Vickers et al., 2005) e 

produção de ácido p-hidroxibenzóico (McQualter et al., 2004). A cana-de-açúcar 

transgênica também foi usada como plataforma para produção de um fator de 

estimulação humano GM-CSF empregado no tratamento da neutrofenia e anemia 

aplástica (Wang et al., 2005).  

Recentemente, em nosso laboratório, plantas transgênicas de cana-de-

açúcar com maior tolerância ao déficit hídrico foram obtidas utilizando o gene P5CS 

(que controla a produção de prolina) sob controle de um promotor sintético estresse-

induzido – AIPC (Molinari et al., 2007). Esta construção foi feita por Zhu e 
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colaboradores (1998) que ligaram o complexo ABA-responsivo ao promotor mínimo 

da Actina (acti-100 bp) e ao intron do gene HVA22, formando o complexo promotor 

estresse induzido AIPC. Este promotor foi testado em arroz e expresso em muitos 

tecidos, como folhas e raízes e nas camadas de aleurona, tornando-se uma 

excelente ferramenta para o estudo de genes relacionados com a tolerância aos 

estresses abióticos em cereais (Su e Wu, 1998, 2004).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1. Transformação genética  

3.1.1. Material vegetal 

Para obtenção de explantes para a cultura de calos embriogênicos foi 

utilizada a variedade RB855536, obtida pela equipe do PMGCA/UFSCar 

(Universidade Federal de São Carlos). Essa variedade possui maturação média e é 

considerada de elevada produtividade agrícola e industrial, quando comparada às 

outras variedades comerciais. As plantas utilizadas para este estudo foram obtidas 

do campo experimental do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), cujo plantio e 

podas são monitorados a fim facilitar informações a respeito da idade das plantas.  

 

3.1.2. Obtenção de calos embriogênicos 

Folhas imaturas (cilindros de aproximadamente 2x10 cm) de plantas de 

cana-de-açúcar da variedade RB855536, com seis a oito meses de cultivo, foram 

desinfestadas superficialmente por 1 min com etanol 70% (v/v), seguido de imersão 

em hipoclorito de sódio 2,5% (v/v) por 20 min e posterior lavagem em água destilada 

estéril por três vezes.  

Segmentos transversais da região meristemática foram removidos e 

cortados transversalmente com 2-3 mm para a obtenção dos explantes a serem 

utilizados para experimentos de transformação (Bower et al., 1996). Os explantes 

foram então colocados em frascos contendo meio de indução denominado MSC3, 

com a concentração de sais de MS (Murashige e Skoog, 1962), 20 g L-1 de 

sacarose, 3 mg L-1
 de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e solidificado com 8 g L-1

 

de Bacto Agar. As culturas foram mantidas no escuro por quatro semanas.  

Os calos embriogênicos formados foram então individualizados em placas 

de 25 ml contendo meio MSC1, e foram subcultivados por quatro dias antes do 

bombardeamento. A única modificação do meio MSC1 quando comparado ao meio 

MSC3 é a menor concentração de 2,4-D (1 mg L-1). A concentração de auxina é 

reduzida para aumento da eficiência de regeneração dos calos em plântulas. 
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3.1.4. Co-transformação genética via biobalística 

O preparo da suspensão de micropartículas seguiu o protocolo de 

Sanford e colaboradores (1993), utilizando partículas de tungstênio da Biorad, M-17 

com cerca de 1,1 µm de espessura. A suspensão de 7,5 mg de micropartículas em 1 

ml de solução de suspensão, foi preparada usando os plasmideos  pEmuKn e pIBI34 

em concentrações equimolares a 1 µg µl-1, 125 µL de CaCl2 (2,5M), e 50 µl de 

espermidina (0,1M). Cinco microlitros da suspensão de micropartículas foram 

depositadas em membrana carreadora e secas em suporte contendo sílica gel em 

câmara de fluxo laminar. 

O equipamento de bombardeamento PDS-1000/He (Biorad) foi usado 

com pressão de vácuo de 27’’ Hg, 10 mm de distância do disco de ruptura, e 10 mm 

da membrana carreadora. A pressão de ruptura de disco usada e distância da 

prateleira (distância percorrida pela micropartícula até atingir o explante) foram de 

1200psi e 90 mm, respectivamente. Cada amostra foi bombardeada somente uma 

vez.  

Quatro horas antes do bombardeamento, os calos embriogênicos 

permaneceram em meio osmótico, constituído por meio MSC1 adicionado de 0,2M 

de sorbitol e 0,2M manitol (Bower et. al., 1996). Logo após o bombardeamento, os 

calos foram transferidos para meio de indução MSC1 a 25°C no escuro por três dias.  

 

3.1.5. Seleção, regeneração e multiplicação eventos  

Decorrido o período de incubação no escuro, os calos foram transferidos 

para meio de seleção MSC1 contendo 50 µg mL-1 de geneticina, sob fotoperíodo de 

16h luz e intensidade luminosa de 30 µmol m-2 s-1, e subcultivados a cada duas 

semanas em novo meio, até que se observassem calos esverdeados (Bower et al., 

1996).  

Decorrido o processo de seleção, os calos com 5-10 mm de diâmetro 

foram transferidos para meio de regeneração MSC0 (meio MSC3 sem adição de 2,4-

D e geneticina), a 25°C, sob fotoperíodo de 16h luz até a regeneração das plantas 

transformadas.  

Após a regeneração foram obtidos vários clones de um mesmo evento 

através da multiplicação in vitro das plântulas. As plantas enraizadas in vitro foram 
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transplantadas em bandeja de isopor contendo substrato comercial (Plantmax TM), 

matéria orgânica e vermiculita (na proporção 1:1:1) para aclimatação das plântulas. 

Após três semanas, as plantas foram transferidas para vasos de 17 litros para 

posteriores análises fisiológicas e moleculares.  

 

3.2. Confirmação da inserção do transgene 

3.2.1. Extração de DNA genômico de planta 

O DNA genômico foi isolado de folhas de cana-de-açúcar dos eventos 

transgênicos e das plantas controle, de acordo com a metodologia Doyle e Doyle 

(1987). Após a extração, verificou-se a qualidade do DNA extraído em gel de 

agarose 1,0% (p/v) corado com brometo de etídeo (0,5 µg ml-1) em tampão SB1X e, 

após eletroforese, visualizados sob luz UV. A concentração do DNA foi verificada em 

espectrofotômetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) segundo recomendações do 

manual do fornecedor.  

 

3.2.2. PCR 

A primeira análise de confirmação dos eventos putativos foi feita por meio 

de reação em cadeia da polimerase (PCR) para detectar a presença dos genes ipt e 

nptII. Para isto, pequenos segmentos de folhas dos brotos selecionados in vitro 

foram utilizados para extração de DNA genômico. 

Para a reação de PCR, os oligonucleotídeos iniciadores para o gene ipt 

5'-ACGACGACCGCGATAGCTCT-3' e 5'-AAGCGGCTGCGTTAACTTGG-3' e para o 

gene nptII (5'-GAGGCTATTCGGCTATGACTGG-3' e 5'-

ATCGGGAGCGGCGTAACCGTA-3') foram utilizados para a amplificação de 

fragmentos de 643 pb e 650 bp referentes às posições internas do gene ipt  e do 

gene nptII, respectivamente. 

Cada reação de volume final de 20 µl, continha 20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 

50 mM KCl, 3 mM MgCl2, 100 µM de cada dNTP, 1,0 U de Taq polimerase, 50 ng de 

DNA e 5 µM de cada oligonucleotídeo específico para o gene nptII ou ipt. Para a 

amplificação do fragmento referente ao gene nptII, o seguinte programa foi utilizado: 
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3 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de amplificação (1 min a 94°C; 45 s a 58°C; 1,5 s 

a 72°C) e extensão final de 5 min a 72°C. Para a amplificação do gene ipt foi 

utilizado: 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos (de 1 min a 94°C; 1 min a 56°C; 1,5 min 

a 72°C) e extensão final de 5 min a 72°C; ambas realizadas em termociclador 

modelo 5331 Mastercycler gradient (Eppendorf). 

Os produtos da reação foram aplicados em gel de agarose 1,0% (p/v) 

corado com brometo de etídeo (0,5 µg mL-1) em tampão SB 1X e, após eletroforese, 

visualizados sob luz UV. 

 

3.3. Ensaios de tolerância ao frio 

3.3.1. Ensaio de senescência em folhas destacadas  

Para determinar a tolerância dos eventos transgênicos, foram escolhidos 

três eventos de transformação (M1, E3, J5) e controle não-transformado, todos com 

oito meses de idade, para serem submetidos a um período de permanência no 

escuro prolongado, sob diferentes temperaturas. Folhas escolhidas aleatoriamente 

das plantas foram excisadas, tiveram suas superfícies lavadas e esterilizadas com 

hipoclorito 0,6% por 60s, enxaguadas cinco vezes. Quatro segmentos de 5 cm 

cortados de diferentes folhas de cada evento foram colocadas em placas de Petri 

(15 cm de diâmetro) com papel filtro umedecido com água destilada estéril.  

As placas foram expostas a diferentes tratamentos por um período de 

sete dias: (i) um período contínuo de incubação a 27ºC, no escuro (27ºC – dia 7); (ii) 

um período de indução ao frio a 4ºC, por 48h no escuro, seguido por incubação a 

27ºC no escuro (4ºC – dia 7); (iii) um período de aclimatação a 4ºC por 24h, seguido 

de uma redução de temperatura a 0ºC, por seis horas, e por fim, incubados a 27ºC 

(0ºC – dia 7), sempre no escuro (Figura 8). Cada tratamento foi feito em triplicata, e 

a quantificação de clorofila foi feita no início e ao término do experimento.  

Este experimento foi baseado em trabalhos semelhantes com petúnia, 

crisântemo e tomate transformados com o gene ipt fusionado a diferentes 

promotores a fim de analisar a senescência foliar após períodos de incubação no 

escuro (Khodakovskaya et al., 2005; Luo et al., 2005).  
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80:20 (v/v) etanol:água com 3 mililitros de volume final, seguido de centrifugação a 

3000 g por 10 min. Um mililitro do extrato foi colocado em um tubo de 

microcentrífuga de 15 mL e misturado a mais um mililitro de solução de TCA 20% 

(p/v) (ácido tricloroacético) e 0,65% (p/v) de TBA (ácido tiobarbitúrico). As amostras 

foram então misturadas vigorosamente e incubadas a 100ºC por 25 min, em 

seguida, transferidas para gelo e centrifugadas a 3000 g por 10 min. As 

absorbâncias foram lidas nos comprimentos de onda 532nm e 600nm. Equivalentes 

de malondialdeído foram calculados da seguinte fórmula: 

 

Equivalentes de MDA (nmol ml-1) = [(A532-A600) / 155000] x 106 

 

Onde A532 indica a absorbância máxima do complexo MDA-TBA a 532 nm, e 

A600 é a absorbância a 600 nm, que corrige interferentes não-especícficos e 155000 

é o coeficiente de extinção molar para o MDA.  

O ensaio foi realizado em triplicata e os valores expressos em nanomol de 

MDA por grama de massa fresca (nmol.g MF-1). 

 

3.6. Avaliação do Índice de Estabilidade de Membrana Celular (IEM) 

O índice de estabilidade de membrana celular foi determinado 

indiretamente pela medida da condutividade elétrica, através de medições de 

dispersão de íons para verificar a morte celular, segundo Rizhsky et al. (2002).  

Os ensaios foram realizados com discos foliares de cada evento e planta 

controle. Para cada esta avaliação, cinco discos foliares (de 9 mm de diâmetro) de 

cada planta foram incubados em 5 mL de água destilada por 3h a temperatura 

ambiente. Após a incubação, a condutividade da solução de banho foi medida por 

um condutivímetro (modelo Micronal B331); o valor obtido é referido como valor C1. 

Os discos foliares retornaram então a essa solução de banho, introduzidos em tubos 

fechados e incubados com a solução de banho a 98ºC por 25 minutos. Após resfriar 

a temperatura ambiente, a condutividade da solução de banho foi medida 

novamente, referida como valor C2. Para cada medição a dispersão de íons foi 

expressa como porcentagem de dispersão, segundo a fórmula:  
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IEM(%)= (valor C1/valor C2 )* 100 

 

3.7. Avaliação da Fluorescência de clorofila 

O declínio da relação Fv/Fm é um bom indicador do dano fotoinibitório 

quando plantas estão sujeitas aos estresses do ambiente incluindo frio (Baker et al, 

1983).  

A emissão de fluorescência máxima, para estimativa da capacidade 

fotoquímica do fotossistema II foi determinada por um fluorímetro portátil "Plant 

Efficiency Analyser", PEA (Hansatech Instruments).  

As medidas foram feitas após pré-condicionamento no escuro, por uma 

hora, para garantir o estado oxidado dos centros de reação fotossintéticos e depois 

analisar o rendimento fotoquímico das plantas antes, durante e após o estresse de 

frio.  

 

3.8. Análise de expressão do transgene  

3.8.1. Extração de RNA 

O RNA total foi isolado de folhas de cana-de-açúcar dos eventos 

transgênicos e das plantas controle utilizando TRIZol (Invitrogen). Após a extração, 

verificou-se a qualidade do RNA extraído em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com 

brometo de etídeo (0,5 µg mL-1) em tampão TAE 1X, após eletroforese e 

visualizados sob luz UV. A concentração do RNA foi verificada em espectrofotômetro 

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) segundo recomendações do manual do 

fornecedor. 
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3.8.2. RT_PCR semi-quantitativo  

Após quantificação do RNA, foi realizado tratamento com DNAse e 

posteriormente os cDNAs foram sintetizados utilizando-se o kit ThermoScriptTM RT-

PCR System (Invitrogen Life Technologies) conforme protocolo descrito pelo 

fabricante. Os cDNAs utilizados para a análise de expressão do transgene ipt via 

RT-PCR utilizando oligonucleotídeos iniciadores 5'-ACG ACG ACC GCG ATA GCT 

CT-3' e 5'-AAG CGG CTG CGT TAA CTT GG-3' cujo alvo de amplificação é o gene 

ipt, e os iniciadores 5’-TCT TGC CTG CTT TGA ATG GA-3’ e 5’-TGT GAG GTC 

AAC CAC TGA GAC AT-3' para o gene normalizador GAPDH. As reações foram 

realizadas empregando 1,0 µl da reação de transcrição reversa em tampão de 

reação 1X contendo 1,5 mM MgCl
2
, 0,2 mM de cada dNTP, 0,1 µM de cada 

oligonucleotídeo (senso e antisenso) e 5 U da enzima Taq DNA polimerase 

(Invitrogen). Para realizar as amplificações dos genes ipt e do normalizador GAPDH 

dentro da fase exponencial, primeiramente foram feitas análises dos produtos de 

amplificação em diferentes condições e números de ciclos de PCR .  

As condições de ciclagem para o gene ipt foram: desnaturação inicial a 

94oC por 1 min, seguida de 35 ciclos de 94oC por 1 min, 56oC por 1 min de 

polimerização, e a 72oC por 1,5 min; e extensão final a 72ºC por 5 min. Para o gene 

normalizador, as condições de ciclagem foram: 94oC por 5 min, seguido de 25 ciclos 

de 94oC por 1 min, 59oC por 1 min e extensão final a 72ºC por 5 min. Ambas as 

reações realizadas em termociclador modelo 5331 Mastercycler gradient 

(Eppendorf). 

O DNA obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose e corado 

com brometo de etídeo. A intensidade do sinal das bandas foi analisada com o 

sistema Kodak Digital Science 1D (KDS v.2.0.3), com o background da imagem 

subtraído. Cada tratamento foi realizado em triplicata. 

 

3.9 Procedimentos estatísticos 

O ensaio de folhas destacadas foi realizado em delineamento de blocos 

casualizados, devido à disposição das placas em diferentes prateleiras, e o ensaio 

em câmara de crescimento foi em delineamento inteiramente casualizado. Em 
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ambos os experimentos, a análise foi em parcelas subdivididas no tempo. As 

parcelas foram representadas pelas plantas controle e transgênicas e as sub-

parcelas referiram-se às condições de temperaturas. 

Foram feitas quatro replicações caracterizadas por um “pool” de folhas 

provenientes de quatro plantas dos eventos de transformação e do controle não 

transformado, Três repetições técnicas foram realizadas para as análises de 

fluorescência, clorofila, condutividade elétrica e MDA.   

Os resultados foram submetidos à análise da variância, as médias sofreram 

comparação pelo teste de Tukey, em nível de 5% de probabilidade. 
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4. RESULTADOS  
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Figura 10. Esquema representativo dos 
métodos de transformação genética de 
cana-de-açúcar por biobalística. A: 
Explantes, meristema apical de cana, em 
meio MSC3. B, C: Calos embriogênicos 
multiplicados em meio MSC1. D: 
Equipamento de biobalística. E: Calos 
embriogênicos em meio osmótico, antes do 
bombardeamento. F: Calo em meio seletivo 
de geneticina putativo. G: Plântulas 
regeneradas em meio de seleção. 

 

s transversais de folhas 

item 3.1.2.) a 27ºC no 

antes, transformação e 

) de folhas imaturas de 

observado na Figura 10.  
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Para a obtenção dos eventos deste trabalho, foram cultivados 

aproximadamente 3500 explantes de meristema apical de cana-de-açúcar, que 

permitiram obter calos embriogênicos suficientes para bombardear cerca de 150 

placas (exemplo, Figura 10C), que foram subcultivados em meio seletivo até a 

obtenção de calos verdes (Figura 10F). Destas placas, 70 eventos putativos foram 

cultivados até sua regeneração e crescimento das plântulas, para posterior 

aclimatação em casa de vegetação. Dois meses após a aclimatação das plântulas 

em casa de vegetação, nenhuma diferença morfológica aparente foi observada nas 

plantas transgênicas quando comparadas a plantas não transformadas. 

 

4.2. Análises moleculares  

4.2.1. PCR 

Para analisar a presença dos transgenes nas plantas foi extraído DNA de 

potenciais eventos transgênicos regenerados em meio seletivo, em conjunto com 

uma planta controle não transformada, para análise por PCR (reação em cadeia da 

polimerase) através do uso de primers específicos previamente descritos no item 

3.2.2. (Figuras 11 e 12). 

De 70 plantas da variedade de cana RB855536 regeneradas em meio 

seletivo, a inserção do transgene ipt no genoma foi detectada em 32 plantas que 

mostraram a amplificação do fragmento esperado de 643 pb. Desses 32 eventos 

positivos, 17 mostraram amplificação apenas do gene ipt; 30 apresentaram 

amplificação para o gene nptII, e 15 eventos foram co-transformados, ou seja, 

apresentaram ambas as inserções, tanto para transgene contendo ipt quanto nptII 

(dados não apresentados). 

Como esperado, a planta controle não transformada, não amplificou os 

fragmentos dos genes ipt e nptII. 

 

 

  

61



 

 

 
Figura 11. Análise da presença do gene ipt em 
eventos putativos. Gel de agarose 1%, 
mostrando produtos amplificados a partir de 
amostras de DNA de folhas de cana-de-açúcar. 
M: marcador de peso molecular 1kb plus; B: 
branco (água); F1, I2, E3 J5, M1: eventos 
escolhidos para análises posteriores; C: planta 
controle não transformada; 7: evento 
transformado; C+: planta controle não 
transformada + plasmídeo pIBI34.  

 

 

 
Figura 12. Análise da presença do gene nptII em eventos putativos. 
Gel de agarose 1%, mostrando produtos amplificados a partir de 
amostras de DNA de folhas de cana-de-açúcar. M: marcador de 
peso molecular 1kb plus; B: branco (água); 1 a 5: eventos 
transformados; C: planta controle não transformada; F1, I2, E3, J5, 
M1: eventos escolhidos para análises posteriores; C+: planta 
controle não transformada + plasmídeo pEmuKn.  

   

4.3. Ensaios de tolerância ao frio 

4.3.1. Ensaio de senescência com folhas destacadas 

O conteúdo de clorofila total foi determinado segundo a metodologia de 

Lichtenthaler (1987) para todas as placas incubadas no escuro, sob temperatura de 

27ºC, ou após tratamento de baixas temperaturas: resfriamento (4ºC - 2 dias; 27ºC - 

 M      B      1       2     3        4      5               C     F1   I2    E3    J5   M1   C+ 

 M     B   F1   I2    C   E3   I2  J5   M1  7           C+     
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Os segmentos foliares que permaneceram no escuro sob temperatura de 

resfriamento por 48 h e depois a 27ºC até o final do experimento (4ºC–dia 7) 

apresentaram o conteúdo de clorofila total significativamente maior nos eventos 

transgênicos (P < 0,05). O mesmo pode ser verificado quando os segmentos foliares 

foram submetidos à temperatura de congelamento, após um período de resfriamento 

(0ºC – dia 7). Neste último tratamento, todas as plantas apresentaram teores de 

clorofila totais mais elevados em comparação aos outros dois tratamentos (a 27º e a 

4ºC – dia 7). Comparando-se os eventos transgênicos, com exceção do evento J5, 

houve diferenças significativas com relação à planta não transformada (Figura 14).  

 

 
Figura 14. Alterações do conteúdo de clorofila total em segmentos foliares de cana-de-
açúcar incubados no escuro. M1, E3, J5: referem-se a eventos transgênicos; C-: planta 
controle não transformada. Valores são apresentados como média das repetições ± desvio 
médio padrão. Letras minúsculas referem-se a colunas do mesmo tratamento (comparação 
entre plantas); letras maiúsculas referem-se à comparação de cada evento e controle entre 
tratamentos (diferentes temperaturas). Letras iguais não apresentam diferença pelo teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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4.3.2. Ensaio de plantas em câmara de crescimento 

4.3.2.1. Conteúdo de clorofila foliar 

O conteúdo de clorofila total foi determinado para todas as plantas 

incubadas em câmara de crescimento, em períodos: (i) que antecedem o estresse 

de frio (Dia 0); (ii) a 15ºC, 8h após atingir temperatura de 0ºC (Pós congelamento); e 

(iii) 24h após o ensaio de estresse (Pós estresse), conforme esquema ilustrado na 

Figura 9.  

Medidas quantitativas do conteúdo de clorofila revelaram que segmentos 

foliares dos eventos e planta controle apresentaram variações no período inicial de 

coleta dos dados (Dia 0, Figura 15).  

 

 
Figura 15. Alterações do conteúdo de clorofila total em segmentos foliares de 
plantas de cana-de-açúcar sob diferentes condições de temperatura. M1, F1, I2, E3: 
referem-se a eventos transgênicos; C-: planta controle não transformada. Valores 
são apresentados como média das repetições ± desvio médio padrão. Letras 
minúsculas referem-se a colunas do mesmo tratamento (comparação entre 
plantas); letras maiúsculas referem-se à comparação de cada evento e controle 
entre tratamentos (diferentes temperaturas); letras iguais não apresentam diferença 
pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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No período de pós congelamento, todos os eventos transgênicos 

apresentaram níveis de clorofila foliar mais elevados que os da planta controle, e 

não houve diferenças significativas entre os eventos de transformação (Figura 15).  

Com relação ao tratamento pós-estresse (24h após o final da aplicação 

do estresse), as diferenças significativas entre os diferentes eventos e o controle não 

transformado foram mantidas, ainda que as concentrações de clorofila tenham 

diminuído quando comparadas aos tratamentos anteriores (Figura 15). Vale ressaltar 

que os níveis de clorofila da planta controle retornaram aos níveis de clorofila 

observados nas folhas nates de iniciar o tratamento de frio (dia 0), enquanto que os 

eventos de transformação mantiveram níveis superiores a este período.  

 

4.3.2.2. Teores de MDA  

 O malondialdeído, um produto secundário da oxidação de ácidos 

graxos poli-insaturados, atua como um indicativo de peroxidação lipídica. Como 

pode ser observado na Figura 16, os eventos transgênicos não diferiram entre si 

nem entre a planta controle com relação ao conteúdo de MDA no dia 0 (início do 

ensaio). 

No entanto, no período de pós-congelamento, a planta controle 

apresentou peroxidação lipídica significativamente superior aos eventos 

transgênicos, com teores de MDA entre 55% e 40% superiores em relação aos 

encontrados em plantas transgênicas. No período de pós-estresse, houve ligeira 

queda na concentração de MDA em todas as plantas, mantendo-se 

significativamente superior na planta controle (Figura 16).  
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Figura 16. Conteúdo de MDA em eventos transgênicos e planta controle de cana-
de-açúcar, sob temperaturas distintas. M1, F1, I2, E3: eventos transgênicos. C-: 
planta controle não transformada. Valores são apresentados como média das 
repetições ± desvio médio padrão. Letras minúsculas referem-se a colunas do 
mesmo tratamento (comparação entre plantas); letras maiúsculas referem-se à 
comparação de cada evento e controle entre tratamentos (diferentes temperaturas); 
letras iguais não apresentam diferença pelo teste de Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. 

 

4.3.2.3. Índice de integridade de membrana 

Sabe-se que o extravasamento de eletrólitos está diretamente relacionado 

com a morte celular e é bastante utilizado como indicador de danos à membrana, 

que são resultantes de estresses aplicados em todas as estruturas da célula 

(Rizhsky et al., 2002). Neste trabalho, pode-se observar a relação do estresse de frio 

com a diminuição da estabilidade de membrana em plantas controle; já que o 

choque térmico aplicado resultou em comportamento diferenciado das plantas 

transgênicas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Figura 17).  

Como pode ser observado na figura 17, após submeter essas plantas a 

baixas temperaturas, o extravasamento de eletrólitos na planta controle (não 

transformada) chega a 40%, enquanto os eventos transformados não diferem 

significativamente entre si, e não ultrapassam 22% de dispersão de íons da 

membrana celular, demonstrando danos menores em tais plantas. No período pós 
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estresse (24 horas após o ensaio), todas as plantas retornaram aos níveis normais 

de extravasamento de eletrólitos (Figura 17).  

 

 
Figura 17. Verificação de danos de membrana e morte celular em eventos 
transgênicos e planta controle de cana-de-açúcar, ao longo de temperaturas 
distintas. M1, F1, I2, E3: eventos transgênicos. C-: planta controle não 
transformada. Valores são apresentados como média das repetições ± desvio 
médio padrão. Letras minúsculas referem-se a colunas do mesmo tratamento 
(comparação entre plantas); letras maiúsculas referem-se à comparação de cada 
evento e controle entre tratamentos (diferentes temperaturas); letras iguais não 
apresentam diferença pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

 

 

4.3.2.4. Análise de fluorescência da clorofila 

A avaliação do rendimento fotoquímico (Fv/Fm) das plantas transgênicas 

e da planta controle foram avaliadas no dia 0 (período que antecede o ensaio), após 

estresse de baixas temperaturas em câmara de crescimento (pós congelamento) e 

24h após o estresse de frio, (pós estresse) a fim de verificar a recuperação das 

plantas (ver Figura 9). As variações do rendimento fotoquímico entre as plantas 

(Fv/Fm), nos diferentes pontos de coleta dos dados, não foram significativas pelo 

teste de Tukey a 5% de significância, em nenhum momento do estresse, conforme 

pode ser observado pelo gráfico abaixo (Figura 18). 
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Figura 18. Rendimento quântico potencial do fotossistema II em plantas 
transgênicas e controle de cana-de-açúcar após ensaio de frio em câmara de 
crescimento. M1, F1, I2, E3: eventos transgênicos, C-: planta controle não 
transformada. Letras minúsculas referem-se a colunas do mesmo tratamento 
(comparação entre plantas); letras maiúsculas referem-se à comparação de cada 
evento e controle entre tratamentos (diferentes temperaturas); letras iguais não 
apresentam diferença pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 

 

4.3.3. Análise de expressão do transgene – RT-PCR Semi quantitativo 

 A expressão do gene ipt durante o ensaio em câmara de crescimento pode 

ser avaliada através da técnica de RT-PCR semi quantitativa, por meio de análise da 

intensidade das bandas de ambos os genes (ipt e GAPDH) (Figura 19).  

 No dia 0, não foi detectada expressão significativa em nenhum dos eventos 

(Figura 20). No tratamento pós congelamento, o evento M1 apresentou a maior 

expressão, 15 vezes superior ao tratamento anterior (dia 0), e cerca de cinco vezes 

a expressão do evento F1. Ao final do ensaio, 24h após o estresse, os eventos 

transformados apresentaram um aumento ainda maior na expressão do transgene. 

Enquanto que o evento E3 teve sua expressão aumentada somente em 7 vezes, o 

evento com maior expresão do ipt (M1) obteve expressão cerca de 40 vezes maior 

do que no dia 0, e 24 vezes superior ao período de pós congelamento. 
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5. DISCUSSÃO 

O estresse por frio pode ser dividido em estresses por resfriamento 

(acima de 0°C, até 15ºC) e congelamento (abaixo de 0ºC). Temperaturas de 

resfriamento são muito baixas para o crescimento normal e afetam diretamente o 

funcionamento celular; enquanto que o congelamento atua indiretamente, 

danificando as células por desidratação, devido à formação de gelo nos espaços 

intercelulares dos tecidos vegetais (Taiz e Zeiger, 2004). As espécies vegetais de 

clima temperado possuem habilidade de sobrevivência em temperaturas de 

resfriamento e congelamento devido ao processo de aclimatação ao frio, enquanto 

que as espécies de clima tropical possuem pouca e nenhuma capacidade de 

aclimatação a temperaturas mais baixas (Thomashow, 1998). Nesse contexto, cada 

espécie vegetal possui uma temperatura ótima de crescimento; conseqüentemente, 

sua distribuição geográfica é determinada pela faixa de temperatura na qual a 

espécie é capaz de sobreviver. A cana-de-açúcar, uma espécie vegetal de origem 

tropical, tem dentre as limitações que afetam a cultura, a sensibilidade ao estresse 

por baixas temperaturas (Tai e Lentini, 1998).  

Os efeitos causados pela exposição a baixas temperaturas em cana-de-

açúcar dependem de diversos fatores, tais como a intensidade do estresse 

(resfriamento ou congelamento), estádio de desenvolvimento vegetal, variedade, 

duração do estresse, entre outros (Du et al., 1999). A exposição de cana a 

temperaturas de resfriamento por cerca de três semanas, resultou na redução do 

número, comprimento e peso das hastes, bem como da produção de açúcar. Já a 

exposição prolongada da planta a temperaturas de congelamento pode eliminar 

ramos novos ou em desenvolvimento durante a rebrota (Tai e Lentini, 1998). 

Para atender as demandas do setor produtivo, o melhoramento genético 

convencional da cana-de-açúcar já obteve relativo sucesso, e é realizado através 

dos métodos tradicionais de cruzamentos e seleção de plantas. No entanto, com o 

decréscimo da diversidade genética, aliado à complexidade de seu genoma, 

diminuíram as opções disponíveis para enfrentar problemas através das técnicas 

tradicionais de cruzamento. Neste sentido, a biotecnologia surge como ferramenta 

importante para diminuir o custo e o tempo na obtenção dessas variedades 

resistentes a estresses bióticos e abióticos, como a criação de organismos 

geneticamente modificados.  
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Em trabalhos realizados por Khodakovskaya e colaboradores (2005), 

petúnias e crisântemos transformados com o gene ipt de Agrobacterium 

tumefaciens, dirigido pelo promotor do gene AtCOR15a, apresentaram regulação 

positiva deste gene codificador da isopenteniltransferase (ipt) após um período curto 

de resfriamento.  Tendo em vista estes resultados, o presente trabalho buscou 

avaliar a resposta ao estresse de baixas temperaturas de plantas de cana-de-açúcar 

transformadas com esta mesma construção.  

Foram obtidos 70 eventos putativos, que resultaram em 32 eventos 

positivos confirmados via PCR. Destes, 17 eventos mostraram amplificação apenas 

do gene ipt; 30 apresentaram amplificação para o gene nptII, e 15 eventos 

amplificaram para ambos os genes.. Neste trabalho, 47% dos eventos regenerados 

foram co-transformados e selecionados com o promotor Emu fusionado ao gene 

nptII. Outros estudos de transformação por microprojéteis em cana-de-açúcar, 

atingiu-se a faixa de 67-79% de êxito na seleção de co-transformantes por Bower e 

colaboradores (1996) utilizando o promotor Emu com o gene seletivo aphA, e 71,3% 

de eficiência em co-transformação por biobalística com o promotor Ubi-1 fusionado 

ao gene nptII, segundo trabalho de Melotto-Passarin (2009). O promotor 

recombinante Emu foi construído para aumentar o nível de expressão gênica em 

monocotiledôneas. É baseado no promotor truncado de milho, ADH1(álcool 

desidrogenase 1), com múltiplas cópias de elementos responsivos anaeróbicos do 

gene do milho ADH1 e elementos do gene octopina sintase (ocs) de Agrobacterium 

tumefaciens (Last et al., 1991).  

Vale ressaltar que as plantas obtidas neste trabalho não apresentaram 

alterações morfológicas sob temperaturas normais de crescimento, assim como 

descrito em relatos de trabalhos anteriores com plantas transformadas contendo a 

mesma construção (Khodakovskaya et al., 2005; 2006). Estes resultados podem ser 

relacionados à atividade estresse induzida do gene ipt, visto que expressões 

constitutivas do mesmo gene resultaram em diversas alterações morfológicas e de 

desenvolvimento nas plantas transformadas (Gan e Amasino, 1995). 

 Para medir quantitativamente os sintomas de senescência foliar em 

condições de baixas temperaturas, parâmetros fisiológicos e moleculares podem ser 

utilizados, como conteúdo de clorofila, eficiência fotoquímica, perda iônica da 

membrana celular, expressão gênica, entre outros, por tratar-se de marcadores de 

senescência bem estabelecidos (Lim et al., 2007). No ensaio de senescência com 
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folhas destacadas, o conteúdo de clorofila divergente entre eventos e planta controle 

no tratamento com temperatura constante de 27ºC, temperatura esta não adequada 

para indução do promotor COR15a, durante os sete dias de incubação no escuro, 

pode indicar a ativação do promotor COR15a por ferimento, visto que os segmentos 

foliares foram foram excisados para plaqueamento. Cheong e colaboradores (2002) 

mostraram que vários fatores de transcrição envolvidos na regulação de genes 

envolvidos na resposta a estresses, como os CBF/DREBs, estão entre os primeiros 

genes responsivos após ferimentos. Especificamente em relação ao gene 

AtCOR15a, foi relatado que este possui sequências DRE/CRT em sua região 

promotora (Baker et. al., 1994; Jaglo-Ottosen et al., 1998; Seki et al., 2001; 

Chinnusamy et al., 2003). Ainda, tais resultados podem ser devidos a uma 

expressão basal do promotor COR15a nos eventos de cana-de-açúcar 

transformados, mesmo sob temperaturas mais elevadas. 

Os menores decréscimos dos níveis de clorofila verificados nos 

segmentos foliares a 0ºC indicam à maior atividade do promotor em temperaturas 

reduzidas. A redução da senescência foliar nos tratamentos de baixas temperaturas 

(a 4 e 0ºC) dos eventos transgênicos quando comparados à planta controle, pode 

ser explicada pelo papel bem definido do promotor COR15a em resposta ao frio. A 

maior atividade deste promotor em função da redução da temperatura sinalizaria 

para a transcrição do gene ipt, cuja expressão está relacionada à redução da 

senescência através do aumento dos níveis de citocininas nessas plantas 

transformadas. 

No ensaio em câmara de crescimento, realizado com plantas de quatro 

meses de idade, o aumento da atividade transcricional do transgene corrobora com 

a maior concentração de clorofila observada nos eventos de transformação. A 

expressão do gene ipt aumentou mesmo 24h após o período de estresse, com 

valores ainda maiores quando comparados aos níveis observados durante o 

estresse de frio, indicando a manutenção da atividade transcricional promovida pelo 

promotor COR15a por período prolongado nessas plantas. Embora tenha sido 

detectada uma alta expressão do transgene nos eventos transgênicos após o 

retorno destes a temperaturas não estressantes, os resultados de quantificação de 

clorofila, MDA e índice de estabilidade de membrana não correspondem a este 

aumento da atividade transcricional.   
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Tais dados podem ser explicados através dos diversos mecanismos 

regulatórios pós-transcricionais, como por exemplo: (a) a regulação negativa da 

atividade da isopenteniltranferase, como efetuado pelas proteínas de ligação do tipo 

A de ARRs (Arabidopsis Responsive Regulators), que estão envolvidas nos 

mecanismos de feedback negativo, e atuam na regulação das vias de sinalização 

das citocininas em Arabidopsis (To et al., 2004; To e Kieber, 2007); (b) a degradação 

ou inativação metabólica de citocininas, já que a estabilidade das CKs é 

determinada por sua afinidade com outras enzimas metabólicas, como a citocinina 

oxidase/desidrogenase (CKX) que cataliza degradações irreversíveis deste 

fitormônio em muitas espécies vegetais (Mok et al., 2001; Sakakibara et al., 2006; 

Schmulling et al., 2003); (c) as ligações de receptores de CKs podem ter sua 

afinidade reduzida de acordo com as formas de citocininas acumuladas, devido à 

suas diferentes propriedades bioquímicas (Werner e Schmulling, 2009). Análises da 

concentração de citocininas, bem como de suas formas mais ativas durante o 

estresse de frio nos eventos transformados poderiam auxiliar nos esclarecimentos 

com relação ao aumento de expressão do gene ipt no período pós estresse. 

A não detecção de sinais de hibridização com sonda radioativa do gene 

ipt usando a técnica de Northern blot (dados não apresentados) sugere que a 

expressão do transgene ativada pelo promotor COR15a sob baixas temperaturas 

não pode ser caracterizada como elevada nesses eventos. No entanto, o aumento 

da expressão transcricional observada nos eventos F1 e I2 no período de pós 

congelamento em relação ao detectado nas plantas em condições normais de 

temperatura, foi suficiente para aumentar a tolerância dessas plantas ao estresse de 

frio, segundo os resultados obtidos pelas análises fisiológicas.  

A maior dispersão de eletrólitos e a elevação da peroxidação lipídica 

foram observadas nas plantas tanto durante o pós-congelamento e após o período 

de estresse, mas em níveis significativamente maiores na planta controle em 

comparação com os eventos de transformação testados (Figuras 16, 17), indicando 

maiores danos às membranas celulares das folhas das plantas controle.  A análise 

de condutividade elétrica é uma medida indireta de danos à membrana celular 

através do nível de dispersão de íons de discos foliares. Já o MDA é um produto 

secundário da peroxidação de ácidos graxos poli-insaturados, cujo processo é 

mediado por espécies reativas de oxigênio (ROS), largamente utilizado como 
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indicador de estresse nas membranas de plantas (Taulavuori et al., 2001). A 

peroxidação lipídica induz o aumento da permeabilidade de membranas, levando à 

perda de eletrólitos e funções celulares. Porém, a magnitude dos danos oxidativos 

difere entre espécies ou genótipos e em resposta à intensidade e duração do 

estresse (Sgherri et al., 2000). No presente trabalho, as concentrações de MDA nas 

folhas e a menor dispersão de eletrólitos em discos foliares evidenciaram claramente 

que as plantas não transformadas de cana-de-açúcar sofreram maiores danos 

oxidativos nas membranas após serem submetidas ao estresse de frio. Em 

contrapartida ao efeito da expressão do gene ipt noaumento do conteúdo de clorofila 

nos eventos transgênicos, o estresse de frio aplicado pode danificar o aparelho 

fotossintético devido a danos nas membranas ou proteínas ligadas à membrana, 

principalmente nas plantas C4, como a cana-de-açúcar. Em plantas C4, abaixo da 

temperatura limite (25ºC) podem ocorrer danos irreversíveis nas membranas 

celulares (Treharne e Cooper, 1969 apud Du et al., 1999).  

 A fluorescência de clorofila fornece informações sobre o rendimento 

quântico e sobre o estado de energia dos cloroplastos (Winter e Demmig, 1987 apud 

Molinari et al., 2006), mesmo que nenhuma fixação de CO2 ou liberação de O2 

ocorra. Neste caso, Fv/Fm está relacionada com a estimativa da disponibilidade de 

dissipação de energia para o metabolismo de carbono (Bolhàr-Nordenkampf et al., 

1989 apud Molinari et al., 2006). Existem evidências de que os efeitos de estresse 

sobre o fotossistema II (FS II) podem ser ocasionados pela produção e acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio, levando à queda na atividade fotossintética (Smirnoff, 

1993). Resultados com diferentes variedades de cana-de-açúcar submetidas ao 

congelamento mostram claramente a redução ou manutenção das taxas 

fotossintéticas dependendo da variedade testada (Du et a.,1999); especificamente 

neste trabalho, os parâmetros associados à emissão da fluorescência não diferiram 

entre os eventos transgênicos e o controle nos diferentes tratamentos, apesar do 

aumento do conteúdo de clorofila observado nas folhas submetidas ao estresse de 

frio. Geralmente, altas taxas fotossintéticas são acompanhadas pelo aumento no 

conteúdo de clorofila e atividade da Rubisco (Dordas e Sioulas, 2008; Evans e 

Terashima, 1987; Fredeen et al., 1991). Entretanto, em plantas de tabaco 

transgênicas, concentrações mais elevadas de citocininas nas folhas reduziram a 

senescência medida pelo conteúdo de clorofila, mas não afetaram as taxas 

fotossintéticas (Ma e Liu, 2009). 

75



 

 

Ainda, a expressão de genes codificadores de enzimas importantes para 

a manutenção da fotossíntese em plantas C4 já foi descrita em plântulas de cana-

de-açúcar expostas ao frio. Em estudos realizados por Nogueira e colaboradores 

(2003) foram identificadas alterações na expressão de genes codificadores de 

algumas proteínas, como a poliubiquitina, e de enzimas, como a PPDK (piruvato 

fosfato diquinase) e a enzima málica NADP-ME a 4ºC. A enzima PPDK é 

considerada uma das enzimas-chave, podendo determinar a sensibilidade ao frio da 

fotossíntese de cana-de-açúcar (Du et al., 1999). Estes dados podem indicar que as 

plantas testadas não tenham sofrido estresse de frio severo o suficiente, tanto em 

relação ao tempo como também à intensidade de exposição das plantas, para 

causar danos à sua atividade fotoquímica. Nos ensaios realizados por Du e 

colaboradores (1999), as taxas fotossintéticas de cana-de-açúcar foram medidas 

após as plantas terem sido submetidas a 10ºC por 4, 28 e 52h, e concomitantemente 

a 30ºC, durante estes mesmos intervalos de tempo.  

A distribuição de citocininas está envolvida com a regulação da 

aclimatação fotossintética das plantas com relação aos diferentes gradientes de luz 

(Boonman et al., 2007), além do que a produção deste fitormônio culmina com a 

proteção de processos bioquímicos associados à fotossíntese e a indução da 

fotorrespiração durante o estresse hídrico (Rivero et al., 2009). Como muitas das 

respostas dos estresses de frio e de seca estão interligadas, existe a possibilidade 

de que as plantas de cana-de-açúcar contendo o cassete COR15a:ipt, também 

culminem com maior proteção do aparato fotossintético durante exposição das 

plantas ao estresse de frio. Adicionalmente, o resfriamento das raízes também pode 

acelerar naturalmente o metabolismo de citocininas em brotos (Kudoyarova et al., 

1998), protegendo o aparato fotossíntético das plantas.  

O promotor COR15a, utilizado neste trabalho para direcionar a expressão 

do gene ipt, é alvo de fatores de transcrição CBFs, que em conjunto direcionam 

alterações para ajudar as plantas a resistir aos efeitos prejudiciais do frio 

(Thomashow 1999 apud Hall et al., 2009).  Os resultados deste trabalho confirmam a 

hipótese de que a utilização de uma região promotora frio induzida, fusionada ao 

gene codificador da isopenteniltransferase (COR15a:ipt), enzima-chave na 

biossíntese de citocininas, mostrou-se uma estratégia eficiente para aumentar a 

tolerância de plantas de cana-de-açúcar a temperaturas mais frias. 
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6. CONCLUSÕES 

Os resultados dos ensaios de senescência e tolerância ao estresse de frio em 

plantas de cana-de-açúcar transformadas com gene codificador da 

isopenteniltransferase sob controle do promotor frio-induzido COR15a mostraram 

que: 

  (i) o protocolo de transformação e regeneração foi eficiente para a 

obtenção de plantas de cana-de-açúcar da variedade RB855536 transgênicas; 

(ii) a inserção do gene ipt de Agrobacterium tumefaciens sob controle 

do promotor frio induzido AtCOR15a culminou na redução da senescência induzida 

por frio, verificada através da manutenção de folhas verdes por período prolongado;  

 (iii) a modificação na via de biossíntese de citocininas resultou em 

aumento na tolerância dos eventos a temperaturas de resfriamento e congelamento 

durante o período estudado; 

(iv) medições de citocininas poderiam elucidar o papel desses 

fitomônios quanto às respostas das plantas transformadas ao estresse de frio; 

(v) há necessidade de determinar a tolerância dos eventos em 

condições de frio mais prolongado, a fim de compreender os processos de tolerância 

a este estresse, bem como a relação de redução da senescência com o aumento de 

produção de sacarose nos colmos dessas plantas. 
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