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RESUMO 

A aplicação energética dos subprodutos da cana-de-açúcar faz dessa cultura 

uma das líderes em investimentos do agronegócio internacional. Para suprir a demanda 

mundial e expandir o setor sucroenergético, estratégias de engenharia genética que 

possam gerar plantas transgênicas mais tolerantes a estreses bióticos e abióticos podem 

ser uma alternativa para ganhos de produtividade. Um dos mecanismos mais utilizados 

em plantas para minimizar os efeitos causados por estresses é o acúmulo de solutos. 

Entre eles, pode ser destacada a família de oligossacarídeos da rafinose (RFOs). Ela é 

formada a partir da adição sucessiva de radicais galactosil a uma molécula de sacarose, 

em reação catalisada pelas enzimas galactinol sintase (GolS), rafinose sintase e 

estaquiose sintase. A GolS é considerada o passo-chave de regulação da síntese de 

RFOs em plantas modelo. Embora a compreensão das etapas moleculares da produção 

de RFOs e sua modulação por estresses abióticos tenham potencial de contribuir na 

tolerância a estresses em plantas, esta estratégia é pouco compreendida em gramíneas, 

entre elas a cana-de-açúcar. Neste sentido, o presente trabalho pretende compreender 

aspectos moleculares relativos à produção de RFOs em cana-de-açúcar e sua relação 

com estresses abióticos e desenvolvimento. Para tanto, foram avaliados 

transcricionalmente genes relacionados a síntese de RFOs em cana sob estresse hídrico, 

bem como obteve-se plantas transgênicas com expressão constitutiva do gene CaGolS2, 

uma galactinol sintase de cafeeiro. Sob estresse hídrico, gene ScGolS1 teve seu nível 

transcricional reduzido em folhas e induzido em colmo. ScRFS1 nos dois tecidos tem o 

padrão transcricional diretamente relacionado ao aumento da severidade do estresse, e o 

mesmo é observado em ScSTS1.  Foram também obtidos 10 eventos transgênicos de 

cana-de-açúcar com a região codificante do gene CaGolS2 de Coffea arabica, dos quais 

6 expressam o transgene. Esses eventos apresentaram diferenças morfológicas e de 

assimilação de carbono quando comparados a plantas não-transformadas. Diante disso, 

inferimos que o padrão estresse-responsivo dos genes de síntese de RFOs auxilia na 

translocação de carbono em cana sob estresse hídrico e que a rafinose e estaquiose 

podem ter maior importância que o galactinol neste processo. Além disso, os eventos 

transgênicos apresentam características de interesse na seleção de plantas jovens, 

sugerindo que eventos transgênicos para GolS sejam tenham potencial aplicação 

biotecnológica. 

Palavras-chave: oligossacarídeos, estresses abióticos, cana-de-açúcar 
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ABSTRACT 

 

Bioenergy application of sugarcane byproducts are making this crop one of the most 

important in the international agribusiness investments. To meet global demand and 

expand the sugarcane sector, genetic engineering strategies generating transgenic plants 

more tolerance to biotic and abiotic stresses is a promising to improve productivity. One 

of the most relevant mechanism related to stress tolerance in plants involves the 

accumulation of distinct solutes. The Raffinose Oligosaccharids Family synthesis starts 

from the successive addition of galactosyl radicals to a sucrose molecule, in a reaction 

catalyzed by galactinol synthase (GolS), raffinose synthase and stachyose synthase. 

GolS plays a key role in RFOs production in model plants. Although the stress-

responsive action of RFOs may improve abiotic stress tolerance in plants, these 

mechanisms are almost completely unknown in grasses, like sugarcane.  In this context, 

this study aims to understand molecular aspects of RFOs synthesis and its relation with 

abiotic stresses. We have evaluated the transcriptional level of genes related RFOs 

synthesis under water stress and we produced transgenic plants constitutively 

expressing a coffee galactinol synthase (CaGolS2). Under water stress, ScGolS1 was 

downregulated in leaves, but upregulated in stems. ScRFS1 and ScSTS1 were 

upregulated in both tissues, in a direct correlation between transcription level and stress. 

We produced 10 transgenic events containing the coding region of CaGolS2; in six 

events, the transgene were transcriptionally active. Transgenic plants presented 

differences in morphology and carbon assimilation when compared to non-transgenic 

controls. Overall, we inferred that the stress-responsive pattern of RFO synthesis genes 

might help carbon relocation during water stress. Raffinose and stachyose seems to have 

greater impact than galactinol in this process. Furthermore, CaGolS2 transgenic plants 

have promising traits for breeding, suggesting that these events should be evaluate 

under adverse conditions. 

Keywords: oligosaccharides, abiotic stresses, sugarcane 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 A Cana-de-açúcar: aspectos econômicos 

 

A cana-de-açúcar é uma das mais importantes culturas do setor primário da 

agroindústria brasileira. Atualmente, o Brasil é o principal produtor mundial e ocupa 

uma posição de destaque na produção de açúcar e etanol derivados de cana (ARRUDA, 

2011). O total em área plantada de cana no Brasil fica atrás apenas da soja e do milho 

(CONAB, 2015). O Brasil deverá produzir 654,6 milhões de toneladas de cana-de-

açúcar na safra 2015/2016, em pouco mais de 9 milhões de hectares.  

O cultivo da cana no Brasil ocorre nas regiões Nordeste, Centro-Oeste, 

Sudeste e Sul. Em termos econômicos, a produção brasileira é dividida em Nordeste 

(que engloba além do Nordeste, parte das regiões Norte e Centro-Oeste) e Centro-Sul 

(demais regiões produtoras) (CONAB, 2015). 

 

1.2 Aspectos botânicos e composição do genoma das cultivares modernas 

 

A cana-de-açúcar pertence à família Poaceae, a qual compreende mais de 

700 gêneros e mais de 10 mil espécies, incluindo algumas de grande importância para a 

agricultura, como o arroz (Oryza sativa), o milho (Zea mays), a cevada (Hordeum 

vulgare) e o trigo (Triticum aestivum). De taxonomia complexa devido aos cruzamentos 

interespecíficos, o gênero Saccharum inclui várias espécies de difícil distinção 

morfológica e genética (DE SETTA et al., 2012). 

 A cana é uma gramínea semiperene de metabolismo C4, composta por 

colmos que atingem 2-5 metros de comprimento (TAIZ e ZEIGER, 2004; 

CHEAVENGATTI-GIANOTTO et al., 2011). O desenvolvimento da cana em cultivos 

agrícolas ocorre em dois ciclos:  cana-planta, mediado por plantio direto na qual a 

planta ainda não sofreu o primeiro corte; cana-soca, que após o primeiro corte, a planta 

se desenvolve sem a necessidade do replantio por até três safras (CONAB, 2015).  

 As cultivares modernas de cana são oriundas de cruzamentos entre as 

espécies do gênero Saccharum, que datam do final do século XIX (MATSUOKA et al. 

2005). Saccharum officinarum é a espécie mais importante na contribuição genética 

entre as variedades existentes no mercado, seguida de Saccharum spontaneum. Outras 

espécies, como Saccharum sinense, Saccharum barberi e Saccharum robustum, 
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também contribuíram de forma minoritária para a formação das cultivares atuais 

(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011) 

 A espécie S. officinarum apresenta indivíduos com grande acúmulo de 

sacarose e vigor dos colmos, espessos e pouco fibrosos (SCARPARI e BEAUCLAIR, 

2008). Exige ainda condições de alta fertilidade do solo e suprimento de água, e 

geralmente é susceptível a doenças (MARTIN, 1991; RICAUD, 2012). S. spontaneum, 

conhecida como cana-de-açúcar selvagem, possui grande variação intraespecífica: a 

morfologia varia desde plantas pequenas e sem colmo diferenciado, similares a grama 

comum, até plantas de 5m de altura com colmos longos, estreitos e fibrosos 

(MATSUOKA, 1999). Nos híbridos, o genoma S. spontaneum é considerado o 

responsável por genes que contribuíram para o vigor, durabilidade, perfilhamento e 

resistência a diversas doenças (CHANDEL et al., 2009).  

 A elevada ploidia é outra característica do gênero Saccharum. S. 

officinarum é octaploide (2n = 80) com x = 10 cromossomos (D’HONT et al, 1996); já 

o genoma de S. spontaneum é composto por um lote básico de 8 cromossomos (x = 8), 

porém seu número cromossômico varia entre os principais genótipos: 2n = 62, 80, 96, 

112 ou 128 (SREENIVASAN et al, 1987; D’HONT et al, 1996). Os cultivares 

modernos são considerados híbridos alopoliploides, na sua maioria apresentando 

constituição genômica 2n + n. Estudos de hibridização cromossômica in situ permitiram 

identificar a origem do conteúdo genômico dos cultivares híbridos: concluiu-se que 10-

20% de cromossomos são provenientes de S. spontaneum, 5-17% de recombinação 

cromossômica entre as duas espécies parentais e o restante, composto por cromossomos 

de S. officinarum (DE SETTA et al., 2012). 

 

1.3 Biotecnologia em cana-de-açúcar 

Experimentos de transformação genética de cana são desenvolvidos há 

décadas. Conforme revisado por Hotta et al. (2010), o objetivo da produção de plantas 

de cana transgênicas era incorporar características economicamente importantes, tais 

como resistência a herbicidas, aumento da concentração de sacarose e tolerância a 

estresses bióticos e abióticos.  

O primeiro trabalho ocorreu em meados dos anos 80, no qual o gene de 

resistência ao antibiótico canamicina foi introduzido em protoplastos por eletroporação 

(CHEN, 1987) e posteriormente foi utilizada a técnica de biobalística, que introduziu o 
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gene em suspensão de células ou calos embriogênicos (BOWER e BIRCH, 1992). No 

início dos trabalhos de engenharia genética de plantas, foram também gerados eventos 

transgênicos com resistência ao herbicida glufosinato de amônio (RATHORE et al., 

1993). A manipulação do metabolismo de açúcares para maior tolerância a estresses 

também já se mostrou uma estratégia relevante em cana (ZHANG et al., 2006). 

Mais recentemente, plantas de cana transgênicas voltadas à maior tolerância 

a estresses abióticos foram produzidas no Laboratório de Biotecnologia Vegetal do 

Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR).  Por exemplo, plantas transformadas com 

cassete de expressão controlado por um promotor estresse-responsivo contendo um 

gene-chave na síntese de prolina, P5CS, foram mais tolerantes ao estresse hídrico, 

provavelmente devido a uma maior estabilidade do sistema fotossintético (MOLINARI 

et al., 2007), que também ocorre sob estresse salino (GUERZONI et al., 2014). A 

introdução de um gene-chave no metabolismo de citocininas, ipt (isopentiltransferase), 

controlado por um promotor responsivo a baixas temperaturas, gerou plantas mais 

tolerantes ao estresse por resfriamento (BELINTANI et al., 2010).  

Atualmente, vários trabalhos mostram que a transformação genética de 

cana-de-açúcar mediada por Agrobacterium tumefaciens ou biobalística são 

suficientemente eficazes para a produção de variedades comerciais, conforme revisado 

por CHEAVENGATTI-GIANOTTO et al. (2011). 

A Comissão Nacional de Biossegurança (CTNBio) aprovou a liberação de 

mais de 40 eventos transgênicos de cana-de-açúcar para testes em campo. Os transgenes 

inseridos às cultivares podem aperfeiçoar o desempenho agronômico (tolerância a 

estresses abióticos, resistência a herbicidas, maior acúmulo de sacarose, etc), bem como 

reduzir gastos e aumentar os lucros agregados a um produto biotecnológico. Entretanto, 

até o momento, nenhuma variedade transgênica de cana-de-açúcar foi liberada 

comercialmente no Brasil, tampouco em outros países (CHEAVENGATTI-

GIANOTTO et al., 2011). 

 

1.4 A cultivar SP80-3280 

 

A cultivar SP80-3280 está entre as 15 variedades mais cultivadas no Brasil, 

somando quase 80 mil hectares de área plantada (RIDESA, 2012). Ela é mais cultivada 

na região Centro-Sul do país, onde sua colheita é feita entre os meses de julho a 

setembro, considerada como colheita média/tardia (RIDESA, 2012). Além disso, as 
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plantas dessa variedade apresentam resistência a diversos tipos de doenças (carvão, 

mosaico e ferrugem), embora sejam susceptíveis a broca. A cultivar SP80-3280 é 

também altamente sensível a herbicidas e exige um alto teor nutricional e hídrico do 

solo. Embora suporte condições de baixa precipitação, não é considerada tolerante a 

seca bem como a outros estresses abióticos (AGEITEC, 2005).  

Esta cultivar tornou-se referência em estudos moleculares no Brasil. 

Existem processos de liberação controlada de transgênicos desta variedade desde 1998 

(CNTBio, disponível em: http://www.ctnbio.gov.br/index.php/content/view/232.html). 

Ela também foi o genótipo de referência para o primeiro projeto brasileiro de 

sequenciamento de ESTs (do inglês: Expressed Sequence Tag) de cana-de-açúcar, o 

SUCEST (VETTORE et al., 2003).  

 

1.5 Estresses abióticos 

 

Estresses são definidos como fatores externos que exercem uma influência 

negativa à planta (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os efeitos provenientes do estresse 

geralmente interferem no aumento da biomassa e nos processos de assimilação de gás 

carbônico (CO2), água e minerais. Quando a causa do estresse é oriunda das variações 

climáticas e/ou das características do solo, o estresse é definido como abiótico. Estresses 

abióticos afetam o desenvolvimento e crescimento vegetal, além de influenciarem nos 

processos fisiológicos, bioquímicos, morfológicos e moleculares. Déficit hídrico, 

temperaturas extremas e salinidade do solo são os principais fatores que causam 

limitações na produtividade agronômica (WANG et al. 2003). Devido ao reflexo das 

mudanças climáticas, espera-se que a força e o período de ação dos estresses abióticos 

sejam menos previsíveis e mais severos em um futuro próximo (BAILEY-SERRES et 

al., 2012) e sua ocorrência simultânea cresça significativamente nas áreas de agricultura 

(AHUJA et al., 2010).  

 

1.5.1 Estresse hídrico 

 

A deficiência hídrica é a restrição mais importante que ocorre no meio 

ambiente e afeta o crescimento e o desenvolvimento das plantas, limitando sua 

produção e rendimento como cultura de maneira mais agressiva que qualquer outro 
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estresse abiótico (SHAO et al., 2009). O estresse hídrico pode ocorrer por dois 

processos: se a água for escassa para a absorção da raiz ou se a taxa de transpiração for 

elevada. Os impactos da redução hídrica incluem o crescimento, produtividade, 

integridade da membrana, conteúdo dos pigmentos fotossintéticos, o balanço do 

potencial hídrico da planta e a atividade fotossintética (ANJUM et al., 2011).  

A percepção do déficit hídrico em plantas inicia-se a partir de uma 

complexa via de sinalização, que desencadeia uma cascata de eventos moleculares e 

atingem alvos específicos em vias metabólicas e de desenvolvimento. Nos primeiros 

estágios do estresse, as vias de percepção, sinalização e reprogramação dos genes 

responsivos são ativadas (HARB et al., 2010). Os fitohormônios (p.ex. ácido abscísico, 

etileno, ácido salicílico), espécies reativas de oxigênio (ROS) e cascatas fosforilativas, a 

exemplo das enzimas quinases, são os principais mensageiros de sinalização de estresse 

em plantas (SHAO et al., 2009; GILL et al., 2010).  

A mudança do potencial osmótico através da membrana plasmática pode ser 

a maior causa de respostas ao estresse hídrico em nível molecular (BRAY, 1993) por 

ativar diretamente as vias ABA-dependente e ABA-independente que estão relacionadas 

a manutenção do potencial hídrico intracelular (HARB et al., 2010; NAKASHIMA e 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2013). Alterações na conformação da membrana celular 

podem induzir a atividade de canais de transporte responsivos a variações de pressão, 

modificando-se a conformação ou a justaposição de proteínas sensoriais intrínsecas às 

membranas celulares, o que altera o espaço intracelular e lamela média (PÉRES-LÓPES 

et al., 2009). 

Quando as plantas estão em condições de estresse, mensageiros secundários 

ativam genes que respondem aumentando a concentração de diversos metabólitos e 

proteínas que aparentam conferir redução no efeito prejudicial oriundo do estresse 

(ASHRAF et al., 2011). Compreender o metabolismo, bem como as alterações celulares 

em resposta ao estresse, é o passo chave para o melhoramento genético e produção de 

plantas com interesse biotecnológico. 

Os produtos dos genes induzidos em situações de estresse podem ser 

classificados em dois grupos, ilustrados na Figura 1: 1) Proteínas funcionais – enzimas, 

proteínas ou ainda carboidratos que atuam prontamente contra os fatores oriundos de 

estresse; 2) Proteínas Regulatórias - são produtos que regulam a expressão gênica a 

níveis de transcrição e a transdução de sinais de resposta ao estresse (SEKI et al., 2003; 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005). 
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Figura 1: Genes induzidos sob estresse hídrico e suas possíveis funções na resposta de tolerância 

(adaptado de Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000). 

 

 
 

1.6 Família dos Oligossacarídeos de Rafinose 

 

Os oligossacarídeos da série da rafinose (RFOs, em inglês Raffinose Family 

Oligosaccharides) são formados pela adição subsequente de moléculas galactosil à 

sacarose, as quais são doadas por uma molécula de galactinol. Os açúcares não 

redutores dos RFOs são solutos compatíveis atuantes no mecanismo de tolerância a 

estresses (SENGUPTA et al, 2008, 2015) e desempenham funções cruciais na célula 

vegetal, que incluem transporte e reserva de carbono para o metabolismo energético 

através dos vasos do floema, transdução de sinais (XUE et al. 2007) e transporte de 

solutos através da membrana celular (THOLE e NIELSEN, 2008). A Figura 2 mostra 

resumidamente a via de síntese dos RFOs e a Figura 3 mostra a estrutura molecular dos 

RFOs. 
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Figura 2: Modelo simplificado da via de síntese dos oligossacarídeos de rafinose. A enzima galactinol 

sintase, a qual é chave no particionamento da sacarose entre as vias de síntese RFOs e energética, catalisa 

a reação entre myo-inositol e galactose, gerando galactinol (tracejado em azul). A ação catalítica da 

rafinose sintase canaliza a sacarose da fotossíntese na via dos RFOs unindo-a a uma molécula de 

galactinol proveniente do passo anterior da via (tracejado em laranja). A terceira enzima atuante, a 

estaquiose sintase, adiciona uma molécula de galactinol à rafinose, formando-se a estaquiose, açúcar de 

quatro carbonos que atua como fonte de esqueleto carbônico para a síntese de RFOs maiores (adaptado de 

Nishizawa et al., 2008). 
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Figura 3: Estrutura das moléculas primárias da via dos RFOs. Galactinol (A), um dissacarídeo que doa 

seus radicais galactosil para a síntese de Rafinose (B), o qual é um trissacarídeo precursor da via dos 

RFOs. A estaquiose (C), o terceiro carboidrado formado na via, é um tetrassacarídeo produto do 

anabolismo entre galactinol e rafinose, que também é substrado para a formação de outros 

oligossacarídeos maiores, como verbascose, ajulgose e trealose. 

 

 
 

1.6.1 Galactinol Sintase 

 

A enzima galactinol sintase (GolS; EC 2.4.1.123) pertence à família 

glicosiltransferase 8 (GT8), que é composta por enzimas que participam da biossíntese 

de açúcares envolvidos em vias de sinalização, composição da estrutura celular e 

reserva energética (SENGUPTA et al., 2012, 2015). A molécula precursora da via 

bioquímica dos RFOs, o galactinol (Figura 3A), resulta da atividade catalítica da enzima 

galactinol sintase, que utiliza UDP-D-galactose e uma molécula de mio-inositol para 

gerar seu produto no citosol (SCHNEIDER e KELLER 2009).  

Essa enzima desempenha um processo regulatório chave no metabolismo de 

açúcares em plantas, particionando o uso do carbono entre as vias de sínteses 

dependentes de sacarose e RFOs (NISHIZAWA et al., 2008). Por isso, GolS é 

considerado um gene-chave na regulação do metabolismo de RFOs (ELSAYED et al., 

2014). Diversas evidências indicam que o gene GolS é importante na fisiologia da 

tolerância a estresses e na translocação dos produtos da fotossíntese (ZHOU et al, 

2012). 



11 
 

 

 As sintases de galactinol são codificadas por uma família multigênica. Essa 

família possui membros de resposta transcricional tecido-específica ou estresse-

específica (AMIARD et al, 2003; UNDA et al., 2012; ZHOU et al., 2014). Por exemplo, 

a galactinol sintase de algodão (Gossypium hirsutum) GhGolS1 apresenta padrão de 

expressão tecido-específico, pressupondo que a atividade de sua enzima atue como 

ferramenta chave no metabolismo (ZHUO et al., 2011). A identificação genômica de 

genes envolvidos no metabolismo da rafinose em milho confirmou que o gene 

ZmGolS45.1 (ZmGolS2, ZHAO et al., 2004) eleva seu nível transcricional logo após a 

planta ser reidratada (ZHOU et al, 2012). 

Em Coffea arabica L., dos Santos et al. (2011) caracterizaram três 

isoformas do gene galactinol sintase: CaGolS1, CaGolS2 e CaGolS3. A análise 

transcricional de plantas sob estresse hídrico, salino e por alta temperatura mostrou que 

as isoformas CaGolS1 e CaGolS2 apresentam aumento em sua expressão. CaGolS2 

eleva seu nível transcricional ao passo em que o estresse torna-se mais severo, 

permitindo relacionar a atividade deste gene com a ação dos fatores desencadeados pelo 

estresse. Entretanto, não foi observada uma relação entre o padrão transcricional das 

isoformas do gene CaGolS e a produção de galactinol. Contudo, outros carboidratos da 

via dos RFOs, em especial a rafinose, tiveram sua concentração aumentada em resposta 

ao estresse. Em Populus trichocarpa, uma análise genômica identificou nove genes 

GolS, que apresentam padrões transcricionais distintos (ZHOU et al., 2013). Os genes 

PtrGolS1-8 foram induzidos em resposta ao déficit hídrico, salinidade do solo e baixas 

temperaturas.  

A superexpressão heteróloga de um gene de galactinol sintase em 

Arabidopsis thaliana resultou em plantas que apresentaram melhor desenvolvimento em 

condições de estresse salino e hídrico (SUN et al, 2013). Plantas de tabaco 

transformadas geneticamente com a região codificante do gene MfGolS1 de Medicago 

falcata, foram mais tolerantes a condições de baixas temperaturas, bem como a déficit 

hídrico e salinidade, devido ao aumento nas concentrações de açúcares não redutores 

como rafinose e estaquiose (ZHUO et al., 2013). Utilizada como espécie modelo para 

monocotiledôneas, plantas de Brachypodium distachyon superexpressando o gene 

GolS2 de A. thaliana (AtGolS2) tiveram maior tolerância ao déficit hídrico (HIMURO 

et al., 2014). 
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Diante disso, existem diversas evidências, tanto de análises transcricionais 

como de estratégias de engenharia genética, que a galactinol sintase é um gene 

importante na resposta a estresses. 

 

1.6.2 Rafinose Sintase 

 

A primeira enzima que catalisa a biossíntese dos carboidratos da família de 

RFOs é a Rafinose Sintase (RFS; EC 2.4.1.82). Responsável por canalizar a sacarose na 

via desses açúcares, a RFS retira o radical galactosil do esqueleto carbônico da molécula 

de galactinol e a transfere para uma de sacarose, formando-se o primeiro açúcar da 

complexa família de oligossacarídeos: a rafinose (Figura 3B) (SENGUPTA, 2012; 

TAHIR et al., 2012; DOS SANTOS, 2012) 

A enzima RFS foi isolada pela primeira vez em Vicia faba (LEHLE e 

TANNER, 1973) e extraída em Ajuga reptans (BACHMANN et al.,1994).  A atividade 

da RFS é bem compreendida no desenvolvimento de sementes (PETERBAUER et al., 

2002; ZUTHER et al., 2004; LI et al., 2007), mas sua ação em tecidos fotossintetizantes 

é muitas vezes ambígua (EGERT et al., 2013). Os genes de rafinose sintase são pouco 

caracterizados, abrangendo apenas algumas poucas sequencias putativas de espécies 

como ervilha, arroz, pepino, milho e uva (DIERKING e BILYEU, 2008), e uma extensa 

avaliação bioquímica apenas em ervilha (PETERBAUER et al., 2002), pepino (SUI et 

al., 2012), e nos sistemas modelo de arroz (LI et al., 2007) e arabidopsis (EGERT et al., 

2013). Os oligossacarídeos de rafinose são utilizados como carboidratos de reserva, e 

considera-se que a maioria das plantas acumulam ao menos a rafinose. Em algumas 

espécies, a quantidade varia entre 25-80% do peso seco do órgão fonte, tais como 

tubérculos, sementes e folhas fotossinteticamente ativas (TAHIR et al., 2012). Também 

foi proposto que a rafinose auxilia na estabilidade do fotossistema II, pela existência 

deste açúcar em cloroplastos (KNAUPP et al., 2011) 

 A rafinose, assim como a estaquiose, são osmoticamente flexíveis, e assim 

podem facilmente alterar a pressão osmótica celular pela ação de enzimas cíclicas, que 

quebram as ligações glalactosídicas dos RFOs (SENGUPTA et al., 2015). Em espécies 

como batata doce e cana-de-açúcar, nas quais a sacarose é utilizada como reserva, a 

ação osmótica promovida pela translocação dos RFOs pode dobrar a pressão osmótica 

devido a hidrólise dos carboidratos (GILBERT et al., 1997). Além disso, os RFOs 
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possuem mobilidade no floema e agem na translocação de carbono através dos vasos 

quando a molécula é requisitada pelo metabolismo energético.  

Paralelo a ação contra os efeitos nocivos do estresse, recentemente 

comprovou-se por meio de experimentos in vitro que a rafinose atua na proteção da 

membrana plasmática, bem como no sequestro de radicais livres em um padrão dose-

dependente. Isso significa que quanto maiores concentrações de rafinose intracelular, 

menores serão os danos oxidativo por espécies reativas de oxigênio (NISHIZAWA et 

al., 2008). Essa ação da rafinose foi comparada com compostos fenólicos, os quais são 

conhecidos por maior efetividade na ação de sequestro de radicais livres 

(STOYANOVA et al., 2011; PESHEV et al., 2013).  

Em cana-de-açúcar, não existiam até o momento estudos voltados a 

caracterização da produção de rafinose e dos RFOs.  

 

1.6.3 Estaquiose Sintase 

 

A atividade catalítica da estaquiose sintase (STS; EC 2.4.1.67) consiste na 

adição de radicais galactosil a uma molécula de rafinose para a formar o tetrassacarídeo 

estaquiose (Figura 3C), o terceiro oligossacarídeo dos RFOs. O papel da estaquiose 

sintase é regular o balanço nos montantes de galactinol e rafinose produzidos nos pontos 

anteriores da via dos RFOs, a fim de gerar o carboidrato que servirá como substrato para 

a formação de outros açúcares como verbascose e ajulgose (HOLTHAUS e SCHMITZ, 

1991; HOCH et al., 1999). A STS mantém a membrana plasmática em um estado 

cristalino durante o estresse de resfriamento, evitando maiores dados as proteínas e 

lipídios (HINCHA et al., 2003).  

A estaquiose é sintetizada nas folhas, raízes e tubérculos, porém na maioria 

das espécies a síntese de estaquiose está restrita às sementes (TURGEON e WEBB, 

1975; PETERBAUER et al., 2002). Além disso, da mesma maneira que as 

monocotiledôneas que acumulam maiores quantidade de rafinose, as eudicotiledôneas 

optam pela estaquiose (KUO et al., 1988; HORBOWICZ e OBENDORF, 1994). 

Entretanto, em ambas superclasses, a estaquiose atua na translocação de solutos através 

dos vasos do floema, bem como é catabolizado para liberar moléculas de carbono que 

são utilizadas em vias metabólicas essenciais e como fonte de energia para a 

germinação (OBENDORF, 1997).  
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1.7 OBJETIVO 

 

O objetivo geral do presente trabalho foi compreender a relação da 

galactinol sintase em resposta a estresses e em parâmetros fisiológicos. Para tanto, o 

trabalho foi dividido em dois capítulos: 

 

Capítulo 1: Genes relacionados a síntese de RFOs em cana-de-açúcar são 

modulados pelo estresse hídrico 

Objetivos específicos:  

- caracterizar genes relacionados a síntese dos oligossacarídeos de rafinose 

nativos de cana de açúcar 

- estabelecer relações filogenéticas entre os genes Galactinol Sintase, 

Rafinose Sintase e Estaquiose Sintase; 

 - avaliar o padrão transcricional destes genes sob estresse hídrico, avaliando 

se a restrição hídrica era capaz de alterar os níveis transcricionais destes genes. 

 

Capítulo 2: A galactinol sintase de cafeeiro (CaGolS2) pode promover 

alterações morfológicas e fisiológicas em cana-de-açúcar 

Objetivos específicos: 

- obter plantas transgênicas de cana-de-açúcar com expressão constitutiva 

do gene CaGolS2  

- caracterizar os eventos transgênicos quanto sua morfologia, fisiologia e 

nível transcricional do transgene CaGolS2. 
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2 CAPÍTULO 1 - Genes relacionados a síntese de RFOs em cana-de-açúcar são 

modulados pelo estresse hídrico 

 

Introdução 

 

A avaliação dos mecanismos que envolvem o particionamento de carbono e 

sua influência no acúmulo de sacarose sob condições de estresses abióticos são 

fundamentais para traçar estratégias no incremento da produtividade em cana-de-açúcar. 

A família dos oligossacarídeos de rafinose (RFOs) é pouco estudada em 

monocotiledôneas, embora seja bem compreendida em diferentes espécies de 

dicotiledôneas por atuar de maneira responsiva frente a diferentes fatores de estresse.  

Neste contexto, o objetivo geral deste capítulo foi caracterizar genes relacionados a 

síntese dos oligossacarídeos de rafinose nativos de cana de açúcar, estabelecer relações 

filogenéticas entre os genes Galactinol Sintase, Rafinose Sintase e Estaquiose Sintase e 

avaliar o padrão transcricional destes genes sob estresse hídrico, avaliando se a restrição 

hídrica era capaz de alterar os níveis transcricionais destes genes. 

 

2.1 Materiais e Métodos 

 

2.1.1 Identificação in silico de genes envolvidos na produção de RFOs em cana-

de-açúcar 

 

2.1.2 Galactinol Sintase, Rafinose Sintase e Estaquiose Sintase 

 

Para anotação dos genes de síntese de RFOs em cana foram selecionados 

genes anotados nas espécies de Arabidopsis thaliana, Populus trichocarpa, Sorghum 

bicolor, Zea mays, Oryza sativa e Setaria italica das plataformas PLAZA 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/) e TAIR (http://arabidopsis.org). Considerou-

se genes Galactinol Sintase apenas as sequências que continham o domínio proteico 

“Glycosyl Transferase” (IPR 002495 e Pfam: 01501) e os motivos “APSAA*” e 

“KLRIWEFVEY” (DOWNIE et al., 2003). Diferente de GolS, os genes de Rafinose 

Sintase e Estaquiose Sintase pertencem ao domínio proteico “Glycosyil hydrosilase 
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family 36” (IPR 008811 e Pfam 05691), e as sequencias anotadas necessariamente 

apresentaram estes domínios.  

Estes genes de referência foram comparados contra bases de genoma 

(http://bce.bioetanol.cnpem.br/ctbeblast#) e transcriptoma de cana-de-açúcar, 

disponíveis no banco de dados de EST do NCBI e dados de sequenciamento de nova 

geração (Nishiyama Jr. et al., 2014), utilizando BLAST (http://bioinformatics.psb. 

ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_monocots/blast/index) e re-análise de transcriptoma 

na plataforma TRAPID (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/trapid/trapid). As 

seqüências de cana foram analisadas no preditor de genes “FGenesh+” 

(http://softberry.com) e re-montagem de contigs de EST utilizando o “Contig 

Assembling Program” (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::cap3).  

 

2.1.3 Análise Filogenética 

 

As sequências proteicas completas dos genes GolS, RFS e STS de cana-de-

açúcar foram preditas por meio do software FGENESH+ (SOLOVYEV, et al., 2007) e 

alinhadas pela ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004) juntamente com as demais 

sequencias proteicas das espécies vegetais citadas anteriormente. A árvore filogenética 

foi construída utilizando o softwere MEGA 6 (versão 6.2.56) pelo método de 

“Maximum likelihood” e bootstrap de 1000 réplicas, com deleção de regiões com gaps. 

 

2.1.4 Experimento de deficiência hídrica 

 

O experimento de déficit hídrico foi realizado na Universidade do Oeste 

Paulista (UNOESTE), Presidente Prudente – SP, visando avaliar se o estresse hídrico 

foi capaz de modular transcricionalmente genes-chave do metabolismo de RFOs. 

Quarenta plantas foram obtidas a partir de colmos do terço médio de uma planta matriz 

de cana-de-açúcar da variedade SP80-3280 de 12 meses de idade, retirada da estação 

experimental do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR). Aos 5 meses de idade, as 

plantas foram transferidas para vasos plásticos de 20 L contendo solo argiloso vermelho 

(arenito grupo Bauru), os quais foram irrigados com água por 15 dias. As plantas de 

cana foram divididas posteriormente em dois conjuntos de 20 plantas cada. Um dos 

conjuntos teve sua irrigação reduzida a 20% da capacidade de vaso (“plantas 
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estressadas”) e houve coleta em quatro momentos de análise (Figura 4, setas 

vermelhas): quando a capacidade de vaso de plantas estressadas era de 50% em relação 

a não-estressadas (1, estresse inicial) e em 7, 14 e 21 dias após o início da mudança de 

irrigação. Sete dias após o início do estresse, as plantas tratadas atingiram 20% da 

capacidade de campo (2, estresse intermediário), que foi mantido por mais 7 dias. No 

14º dia (3, estresse máximo), a irrigação com 100% da capacidade de vaso foi 

restabelecida, e houve nova coleta de material vegetal aos 21 dias (4, recuperação). 

Foram coletadas folhas (folha +1) e colmos do terço médio de em réplicas biológicas de 

3 plantas estressadas e 3 plantas não-estressadas. 

 
Figura 4: Experimento de déficit hídrico aplicado às plantas de cana-de-açúcar da variedade SP80-3280. 

Eixo Y, porcentagem (%) do valor da capacidade de campo: linha azul, 100% da capacidade de vaso; 

linha amarela, 50% da capacidade de vaso; linha vermelha, 20% da capacidade de vaso. Eixo X, pontos 

de análise avaliados neste trabalho. A, ponto inicial do experimento; 1, estresse inicial (INI); 2, estresse 

intermediário (INT); 3, estresse máximo (MAX); 4, recuperação (REC).  

 

 
 

2.1.5 Parâmetros Fisiológicos 

 

As avaliações fisiológicas deste trabalho foram realizadas com o analisador 

de gás por infravermelho Li-6400XTR (LiCor, EUA), sob irradiação de 1600 μmol m-

2 s-1 e concentração de CO2 de 400 ppm. Os parâmetros avaliados foram: assimilação de 

CO2 (A), condutância estomática (gs), concentração interna de CO2 (Ci) e transpiração 

(E). Os parâmetros foram aferidos nos dias de coleta de material em 8 plantas, entre as 

8:00h e 10:00h da manhã em triplicatas técnicas. 
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2.1.6 Análise transcricional: plataforma Illumina 

 

Os genes assim obtidos foram utilizados como referência para mapeamento 

de reads Illumina do trabalho de VARGAS et al. (2014), que avaliou por RNA-seq a 

resposta da cultivar SP70-1143 a deficiência hídrica. Para o mapeamento, foram 

considerados apenas reads unicamente mapeados pela ferramenta Bowtie2 

(LANGMEAD e SALZBERG, 2012; http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2), no 

parâmetro estringente. 

 

2.1.7 Análise transcricional por qPCR 

 

As folhas de cana-de-açúcar foram maceradas em nitrogênio líquido e 

aproximadamente 200 mg do tecido foram utilizados para a extração de RNA, que 

seguiu a metodologia proposta por Korimbocus et al. (2002). Em seguida as amostras 

foram tratadas com 1µL de enzima DNase (Ambion, Life Technologies) e submetidas a 

reação de PCR com primers de poliubiquitina de cana para confirmar a ausência de 

DNA genômico. A concentração e a pureza do RNA foi verificada por 

espectrofotometria (NanoDrop® ND-1000 – Thermo Scientific) e utilizou-se as 

amostras que apresentaram razões A260/280nm entre 1,8 e 2,2. A integridade do RNA foi 

verificada em gel de agarose 1%.  

 A síntese de cDNA partiu de 500ng de RNA total (livre de DNA genômico) 

utilizando o kit ImProm-IITM Reverse Transcription System (Promega) de acordo com 

as instruções do fabricante, em um volume final de 20µL. 

O padrão transcricional dos genes relacionados ao metabolismo de RFOs foi 

avaliado por meio de qPCR, utilizando um termociclador Viia7 (Applied Biosystems). 

O intercalante utilizado foi LGC® SYBR qPCR Master Mix Rox Plus (LGC) e foi 

seguido o protocolo recomendado pelo fabricante. As reações de PCR foram conduzidas 

em triplicatas biológicas, cada uma contendo três replicatas técnicas e como controle 

foram preparadas reações sem cDNA. As triplicatas biológicas representam pools de 

três plantas em cada ponto de avaliação do experimento. Foi utilizado 15 ng cDNA para 

cada reação, com um volume total de 10 μl. O programa de amplificação compreende os 

seguintes passos: 1 ciclo (95º por 5 minutos), 40 ciclos de amplificação, (95ºC por 15 

segundos; 64ºC, 60 segundos), posteriormente, foram realizadas curvas de dissociação 

para verificar a especificidade de amplificação de cada reação.  
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Os níveis de expressão foram calculados no software ExpressionSuite 

Software v1.0.3 (Life Technologies), onde o método utilizado para quantificação 

relativa é baseado em Livak e Schimittgen (2001), pot Ct comparativo em cada ponto de 

coleta. Dados transcricionais de plantas não-estressadas foram utilizadas como 

calibrador. O gene normalizador foi a Poliubiquitina, como recomendado por Rocha et 

al. (2007).  

 Foram desenhados primers (Tabela 1) para a amplificação de fragmentos 

dos genes alvo com amplicon de aproximadamente 100 pb, utilizando-se o softwere 

Gene Runner v.5.0.52 (http://www.generunner.net) na metodologia standard. Os 

primers foram sintetizados pela empresa IDT-DNA. 

 
Tabela 1: Sequência dos primers desenhados para os genes GolS, RFS e STS em cana-de-açúcar. 

Gene Primer Forward Primer Reverse 
Eficiência do 
Primer (%) Amplicon 

ScGolS1 GGAGAAGGTGAAGGCCGTGC GTCCCACCACTTCTTCACCAGC 96,52 116 pb 

ScRFS1 GAACTTCCCTGACAATGGCATC GTATGGGAAGCAGGGTCTCTCG 95,00 100 pb 

ScSTS1 CATGTTCCAGTCCACGCACC GGAGCAGCGCGAAGTCGTG 91,54 113 pb 

ScPubi CCGGTCCCTTTAAACCAACTCAG CCCTCTGGTGTACCTCCATTTG 95,22 105 pb 

 

2.1.8 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada por meio do softwere Assistat (SILVA e 

AZEVEDO, 2009), versão 7.7 - beta, disponível para download em 

http://www.assistat.com. O teste partiu de valores paramétricos (teste de normalidade 

Shapiro-Wilk, p ≤ 0,05) provenientes de experimento com padrão em parcelas 

subdivididas (tempo x tratamento) submetendo os dados em análise de variância sob 

significância de Tukey com p valor a 0,05 e 0,01 (p ≤ 0,05 ou p ≤ 0,01). Para a análise 

estatística dos experimentos de qPCR, foi utilizado o teste Student-Newman-Keuls 

(SNK) com significância ao nível de 1% de probabilidade. O coeficiente de variação 

(C.V) dos dados foram ≤ 20,8. 
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2.2 Resultados 

 

2.2.1 Identificação e montagem do gene ScGolS1 

 

Por meio da busca por palavra chave com os termos respectivos aos genes 

GolS, RFS e STS, identificou-se os genes RFOs de Arabidopsis thaliana disponíveis no 

TAIR (The Arabidopsis Information Research, arabidopsis.org), e foram identificadas 

sequências de genes em Sorghum bicolor no banco de dados do PLAZA 3.0. No 

entanto, de todas as sequencias resultantes dessa busca, apenas dois genes completos de 

GolS (SbGolS1 e SbGolS2), cinco genes RFS (SbRFS1, SbRFS2, SbRFS4, SbRFS5 e 

SbRFS6), e um gene STS (SbSTS1) em sorgo foram selecionados para as demais etapas, 

por serem os únicos a apresentarem todas as características específicas de GolS, RFS e 

STS. O mesmo procedimento foi aplicado às sequências de Zea mays (milho), Oryza 

sativa (arroz), Setaria italica, Populus trichocarpa e Vitis vinifera (Figura 6).  

A partir da sequência proteica do gene SbGolS1, buscou-se sequencias 

similares ao gene de referência no banco de dados de ESTs de cana (Sugarcane hybrid 

cultivar) disponíveis no NCBI, que são listados na Tabela 2. Diferentemente, os genes 

RFS e STS de cana foram anotados a partir dos dados de transcriptoma do banco de 

dados SUCEST-FUN (NISHIYAMA et al., 2014) filtrados pelo domínio proteico 

IPR008811, que resultou em 41 sequencias incompletas, porém passíveis de montagem 

(Tabela 3). Estes reads e sequencias incompletas de transcritos foram submetidos ao 

software CAP3 para a montagem de contigs. Desse procedimento, um contig respectivo 

ao gene GolS e quatro contigs envolvendo os domínios de RFS e STS foram montados e 

submetidos a predição de genes no programa FGENESH+, utilizando-se como 

referências de similaridade as sequências proteicas de SbGolS1 (Sb01g037090) para 

galactinol sintase, SbRFS1 (Sb07g028620) para rafinose sintase e SbSTS1 

(Sb05g026330) para estaquiose sintase. Apenas os gene GolS e STS de cana-de-açúcar 

apresentaram códons de ínicio e término, estando os genes RFS incompletos na 

extremidade 3’. Ao se comparar as sequencias de rafinose sintase com dados genômicos 

de cana (http://bce.bioetanol.cnpem.br/ctbeblast), foi então possível anotar os transcritos 

completos. Dessa forma, foram identificados uma sequência de transcrito de galactinol 

sintase em cana-de-açúcar, o gene ScGolS1 (Anexo II), três sequencias de rafinose 

sintase, os genes ScRFS1-3 (Anexo III)¸ e uma sequência de estaquiose sintase, o gene 

ScSTS1 (Anexo IV). 
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Tabela 2: Identificação de sequências de ESTs de cana-de-açúcar similares à SbGolS1 e SbGolS2 no 

banco de dados do NCBI (Sugarcane hybrid cultivar).  

 

SbGolS1 (1539bp)  

Read Cobertura Identidade  
BU103705.1 100 95  
CA120245.1 67 95  
CA261574.1 62 95  
CA290168.1 57 95  
CA119382.1 59 94  
DN194715.1 50 97  
CA170616.1 45 95  
CA226848.1 45 94  
CA290485.1 49 91  
CA281359.1 43 93  
CA300590.1 36 95  
CA280280.1 36 95  
DN195127.1 36 95  
CA226330.1 47 84  
CA226771.1 22 86  

 
Tabela 3: Transcritos identificados no trabalho de Nishiyama et al. (2014). 

 
      

Identificação do 
transcrito (Nishiyama 

et al., 2014) Número de ESTs Gene 

Integridade 
da 

sequência 
comp86969 26 ScRFS1 Incompleta 
comp88933 9 ScSTS1 Completa 
comp85248 6 ScRFS2 Incompleta 

 

 

 Análise Filogenética de Galactinol Sintase 

 

Os dados obtidos permitiram dividir genes GolS de plantas 

monocotiledôneas e eudicotiledôneas, evidenciando o caráter monofilético dessa família 

gênica (Figura 5). Os motivos característicos de GolS permitem inclusive distinguir esta 

enzima de outras glicosiltransferases envolvidas na síntese de RFOs.  

 

 

 

 

 



22 
 

 

Figura 5: Árvore filogenética de sequencias proteicas de GolS. As sequências foram alinhadas pelo 

programa MUSCLE e a árvore foi desenhada pelo método de “Maximum Likelihood”no programa 

MEGA versão 6.2.53, com bootstrap de 1000 réplicas. As porcentagens de bootstrap acima de 50% estão 

indicadas em cada ramificação da árvore. 

 

 

 

 Análise Filogenética de Rafinose Sintase em cana-de-açúcar 

 

A análise filogenética de rafinose sintase não evidenciou clados específicos 

que permitam a distinção entre os genes RFS de monocotiledôneas e eudicotiledôneas, 

sugerindo padrões distintos de evolução em RFS quando comparados a GolS, 

provavelmente devido a intensidades distintas de seleção (Figura 6), já especulado por 

Sengupta et al. (2015). Observa-se, ainda assim, uma tendência de convergência entre 

os genes S. bicolor, Z. mays e cana-de-açúcar, bem como a maior proximidade 
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filogenética entre A. thaliana, V. vinifera e P. trichocarpa, todos apoiados por valores 

consistentes de bootstrap.  

 

 
Figura 6: Arvore filogenética construída a partir de sequencias proteicas de RFS. As sequências foram 

alinhadas pelo programa MUSCLE e a árvore foi desenhada pelo método de “Maximum Likelihood” no 

programa MEGA versão 6.2.53, com bootstrap de 1000 réplicas. As porcentagens de bootstrap acima de 

50% estão indicadas em cada ramificação da árvore. 

 

 

 

 Análise Filogenética de Estaquiose Sintase em cana-de-açúcar 

 

Com valores de bootstrap elevados, a árvore filogenética de Estaquiose 

sintase (Figura 7) exibe os genes de plantas monocotiledôneas e eudicotiledôneas no 

mesmo clado, respeitando-se apenas a diferença de função bioquímica entre as enzimas. 

Análises mais detalhadas poderão responder se os padrões evolutivos dessa enzima são 

similares a galactinol sintase.  
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Figura 7: Árvore filogenética construída a partir de sequências proteicas de STS completas, alinhadas 

pelo programa MUSCLE pelo método de “Maximum Likelihood” no MEGA versão 6.2.53 com 

bootstrap de 1000 réplicas. As porcentagens de bootstrap estão indicadas em cada ramificação da árvore. 

 

 
 

2.2.2 Avaliação fisiológica sob estresse hídrico 

 

A fotossíntese está entre os processos primários que são afetados pelo 

estresse hídrico (CHAVES et al., 1991). Os valores de fotossíntese mantiveram-se 

estáveis desde o início do experimento de estresse hídrico no conjunto de plantas 

controle, enquanto que a atividade fotossintética nas plantas estressadas foi 53% menor 

do ponto de análise INT, e manteve-se neste padrão até o fim do experimento (Figura 

8A).  

A concentração interna de CO2 traduz a disponibilidade dessa molécula no 

tecido foliar para o metabolismo energético. Na Figura 8B, observa-se a redução no 

conteúdo de gás carbônico nas plantas estressadas de acordo com o período de restrição 

hídrica.  

Como observado da Figura 8C, a condutância estomática nas plantas sob 

estresse foi 46,24% menor que as plantas controle já em estresse inicial e um acréscimo 

de 3% neste parâmetro foi registrado quando as plantas sob estresse foram reidratadas. 

O decréscimo na condutância estomática em ambos os tratamentos pode ser explicada 

pela redução da umidade relativa interna do casa de vegetação na qual o experimento foi 

conduzido (dados não apresentados).  

Como observado na Figura 8D, os níveis de transpiração das plantas sob 

estresse hídrico foi 24% menor em INT, e 34% em MAX. Isso sugere que, mesmo 
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havendo reidratação do solo, a taxa de transpiração demora para restabelecer seu 

padrão. 

 
Figura 8: Avaliações fisiológicas do experimento de estresse hídrico. As barras claras representam as 

plantas estressadas e a barras escuras representam as plantas não-estressadas. Legenda: A) Assimilação 

Líquida de CO2; B) Concentração interna de CO2; C) Condutância Estomática; D) Transpiração. No eixo 

X estão indicados os pontos de avaliação em estresse intermediário (INT), máximo (MAX) e reidratação 

(REC). Letras maiúsculas demonstram diferença estatística entre os pontos INT, MAX e REC, e letras 

minúsculas expressa a diferença entre tratamentos (plantas sob estresse x plantas não-estressadas). Foi 

aplicado o teste estatístico de Tukey com p valor a níveis de significância igual ou menor a 1% (p ≤ 0,01).  

 

 

 

O fechamento estomático é o primeiro processo fisiológico em resposta ao 

estresse hídrico por evitar a perda de água através das folhas (CHAVES et al., 2003). 

Em cana-de-açúcar, a redução de condutância estomática varia em função do cultivar 

avaliado e a sua sensibilidade ao estresse (SANTOS e SILVA, 2015). Graça et al. 

(2010) e Santos et al. (2012) observaram a redução da condutância estomática em 

cultivares de cana quando em déficit hídrico, considerando-os sensíveis à restrição de 

água. Entretanto, outros trabalhos mostram que as taxas de trocas gasosas, bem como a 

assimilação de CO2 (A), concentração interna de CO2, condutância estomática (gs) e 

transpiração (E) são significativamente reduzidas tanto nos cultivares sensíveis quando 
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nos tolerantes a estresse hídrico (JIFON et al., 2015; SALES et al., 2013, 2015), 

concluindo que a homeostase da maquinaria fotossintética é afetada pelo estresse 

hídrico. 

  Os parâmetros fisiológicos aqui apresentados estão de acordo com a 

literatura. A redução da condutância estomática (Figura 8C) e da concentração interna 

de CO2 (Figura 8B) indicam que o de gás carbônico no interior da célula é consumido 

ao longo do estresse, e a não reposição desta molécula pela enzima fosfoenolpiruvato 

carboxilase (PEPC) corrobora com a redução da assimilação líquida de CO2 (Figura 8A) 

e transpiração (Figura 8D). Sales et al (2015) também observaram que os parâmetros 

fotossintéticos são prejudicados devido a alterações na atividade bioquímica das 

enzimas neste processo. 

A baixa umidade do solo causa a perda excessiva de água nas folhas leva ao 

fechamento significativo dos estômatos a fim de manter o potencial hídrico foliar e o 

turgor das células (LAWLOR e TEZARA, 2009). Além disso, o fluxo drasticamente 

reduzido das moléculas gasosas de água através do estômato aumenta a temperatura 

foliar, o que ocasiona o quadro de fotoinibição (SANTOS et al., 2014). Ainda, a 

redução das atividades fisiológicas podem ser causadas pela baixa concentração interna 

de CO2, devido a sua difusão pelo mesofilo, o que prejudica a fotossíntese ou ainda pela 

ação das espécies reativas de oxigênio, que podem afetar seriamente a maquinaria 

fotossintética (FLEXAS et al., 2007; SANTOS et al., 2014).  

 

2.2.3 Avaliação transcricional in silico do genes RFOs em cana 

 

Os genes avaliados apresentaram modulação sob estresse hídrico nas raízes 

e folhas – a maioria deles foi reprimida pelo estresse hídrico em folhas e induzidos em 

raiz, com exceção de ScGolS1 (Figura 9). 

Em folhas, o gene com maior número de reads mapeados foi ScGolS1, que 

foi o único a ser induzido transcricionalmente sob estresse.  Entre as rafinose sintases, 

ScRFS1 é a que tem a maior redução transcricional em tecidos fotossintetizantes quando 

submetidas ao estresse, indicando ser a mais importante para a produção desse RFO. 

A avaliação do padrão transcricional dos genes de síntese de RFOs permite 

inferir na adaptação a restrição hídrica em diferentes tecidos vegetais, abrindo a 

possibilidade de avaliar se estas respostas aqui observadas se repetem em outros 

genótipos de cana-de-açúcar. 
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Figura 9: Mapeamento de reads Illumina nos genes ScGolS1, ScRFS1-3 e ScSTS1 

utilizando os dados de RNA-seq de cana-de-açúcar da variedade SP70-1143 provenientes do trabalho de 

VARGAS et al. (2014).  

 
 

2.2.4 Avaliação transcricional dos genes relacionados a síntese RFOs sob estresse 

hídrico 

 

 Galactinol Sintase 

 

As sintases de galactinol usualmente eleva seu nível transcricional de 

acordo com origem e a severidade do estresse abiótico (ELSAYED et al., 2014; 

SENGUPTA et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2011). De acordo com o nível 

transcricional dessas isoformas frente a estresses, foram identificados padrões 

responsivos diferentes e específicos a cada uma das isoformas de uma mesma espécie 

(TAJI et al., 2002; DOS SANTOS et al., 2011; KIM et al., 2011; UNDA et al., 2012; 

WANG et al., 2012; ZHOU et al., 2014; GOJLO et al., 2015).  Este trabalho anotou 

uma isoforma de galactinol sintase em cana (ScGolS1) e avaliou seu padrão 

transcricional sob estresse hídrico (Figura 14). 

Em oposição ao observado para outros sistemas vegetais, em sua maioria 

dicotiledôneas, a regulação transcricional de GolS em folhas sofreu repressão ao longo 

do estresse (Figura 10A). Uma hipótese que pode explicar o ocorrido é que a isoforma 

ScGolS1 pode responder prontamente ao déficit hídrico, uma vez a capacidade hídrica 

do vaso no ponto de avaliação INI é de 50%, após três dias sem irrigação. 
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Adicionalmente, a repressão do gene GolS nos pontos INT e MAX pode ser 

correlacionada a degradação de RFOs mais complexos em RFOs menores e sacarose, 

açúcar de valor energético que estará novamente disponível no tecido foliar.   

O nível transcricional de ScGolS1 também foi avaliado em internós do terço 

médio e mostrou padrão distinto ao observado em folhas. ScGolS1 eleva seu nível 

transcricional ao longo do estresse, com sua maior indução no estresse máximo (Figura 

10B). A fim de complementar os resultados obtidos na avaliação transcricional, será 

importante correlacionar a expressão do gene com a quantificação de oligossacarídeos. 

Isso permitiria evidenciar o impacto da atividade dos genes no balanço de carbono em 

cana sob estresse hídrico.  
 

Figura 10: Nível transcricional de ScGolS1 em estresse hídrico. A) quantificação relativa em folhas +1; 

B) quantificação relativa em colmo da porção média. Estresse – plantas irrigadas em 20% da capacidade 

de campo; Controle – plantas com irrigação inalterada. INI – inicial; INT – intermediário; MAX – 

máximo; REC – recuperação (reidratação). Letras estatística pelo teste SNK a 0,01% de significância. 

Letras maiúsculas mostram diferença entre os pontos de avaliação INI, INT, MAX e REC, e letras 

minúsculas mostram a diferença entre o nível transcricional entre o gene GolS entre os tratamentos de 

estresse hídrico e irrigado. 
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 Rafinose Sintase 

 

O acúmulo de rafinose em plantas pode ser atribuída a atividade do gene 

rafinose sintase. Esse gene é pouco compreendido em tecidos fotossintetizantes, pois 

geralmente sua maior atividade é observada em frutos e sementes (SENGUPTA et al., 

2012; TAHIR et al., 2012). Em folhas de cana (Figura 11A), a rafinose sintase eleva o 

nível transcricional de acordo com a severidade do estresse. Em contraponto, em colmo 

(Figura 11B), a ScRFS1 tem sua transcrição claramente reprimida no ponto INI e a 

partir de INT apresenta um padrão responsivo ao estresse, elevando seu nível 

transcricional até MAX. 
 

Figura 11: Nível transcricional de ScRFS1 em estresse hídrico. A) quantificação relativa em folhas +1; B) 

quantificação relativa em colmo do terço médio. Estresse – plantas irrigadas em 20% da capacidade de 

campo; Controle – plantas com irrigação inalterada. INI – inicial; INT – intermediário; MAX – máximo; 

REC – recuperação (reidratação). Letras estatística pelo teste SNK a 0,01% de significância. Letras 

maiúsculas mostram diferença entre os pontos de avaliação INI, INT, MAX e REC, e letras minúsculas 

mostram a diferença entre o nível transcricional de RFS entre os tratamentos de estresse hídrico e 

irrigado. 
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 Estaquiose Sintase 

 

O oligossacarídeo estaquiose é sintetizado a partir de galactinol e rafinose 

em uma reação catalisada pela estaquiose sintase. Seu acúmulo em situações de estresse 

abiótico é relatado com maior frequência em sementes (PETERBAUER et al., 2002). A 

expressão da estaquiose sintase em folhas sofre repressão no período que compreende 

os pontos de análise INI e INT, porém em MAX é induzida e mantém este padrão em 

REC (Figura 12A). Assim como observado para o gene ScGolS1 e ScRFS1, a 

transcrição do gene ScSTS1 em colmo é responsiva ao estresse hídrico, como observado 

na Figura 12B.  
 

Figura 12: Nível transcricional de ScSTS1 em estresse hídrico. A) quantificação relativa em folhas +1; B) 

quantificação relativa em colmo do terço médio. Estresse – plantas irrigadas em 20% da capacidade de 

campo; Controle – plantas com irrigação inalterada. INI – inicial; INT – intermediário; MAX – máximo; 

REC – recuperação (reidratação). Letras estatística pelo teste SNK a 0,01% de significância. Letras 

maiúsculas mostram diferença entre os pontos de avaliação INI, INT, MAX e REC, e letras minúsculas 

mostram a diferença entre o nível transcricional de STS entre os tratamentos de estresse hídrico e irrigado. 
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2.3 Discussão 

 

Os genes e as enzimas responsáveis pela síntese de RFOs são encontrados 

apenas nas plantas superiores (SENGUPTA et al., 2015) e seu auxílio na translocação 

de solutos através do floema faz dessa família de carboidratos um importante 

contribuinte no fator de tolerância a estresses (ELSAYED et al., 2013). A maioria 

desses trabalhos foram desenvolvidos em espécies eudicotiledôneas. Sua função 

predominante envolve aspectos de tolerância a estresses abióticos devido ao padrão 

estresse-responsivo dos genes chave de síntese dos RFOs, que alteram os níveis desses 

açúcares na célula vegetal. Até o momento, existem poucos genes de síntese dos RFOs 

caracterizados em monocotiledôneas, com os resultados mais relevantes observados em 

milho (ZHOU et al., 2012). A caracterização de genes em cana-de-açúcar é um desafio 

devido à pouca informação genômica disponível em banco de dados públicos. Neste 

trabalho foram apresentados cinco genes relacionados a síntese de RFOs em cana-de-

açúcar, anotados utilizando metodologias in silico: ScGolS1 (Sugarcane Galactinol 

Sintase 1), ScRFS1-3 (Sugarcane Rafinose Sintase 1-3) e ScSTS1 (Sugarcane Estaquiose 

Sintase 1). Três genes (ScGolS1, ScRFS1 e ScSTS1) tiveram seu nível transcricional 

avaliado em condições de estresse hídrico 

A árvore filogenética de ScGolS1 (Figura 5) mostra que o gene de galactinol 

sintase segue um padrão monofilético, dividindo a árvore em dois clados principais: I - 

GolS em monocotiledôneas e; II – GolS em eudicotiledôneas. Essa ramificação sugere 

que os genes GolS diversificaram-se juntamente com as espécies. Além disso, os 

motivos de GolS permitem diferenciá-la evolutivamente de RFS e STS, que também são 

glicosiltransferases da via dos RFOs. Entretanto, os genes de rafinose e estaquiose 

sintase são muito próximos filogeneticamente, variando em apenas alguns poucos 

conjuntos de aminoácidos que diferem o sítio catalítico específico das enzimas. Essa 

similaridade fica evidente nas árvores filogenéticas das Figuras 6 e 7, nas quais não é 

observado agrupamentos monofiléticos independentes entre os genes RFS e STS, 

diferentemente de GolS. De fato, RFS e STS não exibem um padrão de evolução 

espécie-específico, levando –se a pensar que mecanismos de duplicação e recombinação 

possam ter atuado neste processo. 

A sacarose é uma forma primária de carbono reduzido que é sintetizada no 

citoplasma e transportada por longas distâncias no floema, oriunda da fotossíntese ou de 

reservas enegéticas de carbono. Este açúcar tem a capacidade de fluir livremente entre 
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as células do mesofilo por meio dos plasmodesmos (PD) por meio de fluxo simplástico 

até atingir os vasos menores do floema no qual será transportada a longas distâncias 

através dos elementos de vaso, que são movimentados por fluxo de massa. O fluxo de 

massa ocorre quando a diferença do potencial hidrostático é grande o suficiente para 

gerar um fluxo contínuo dos solutos através dos vasos do floema no sentido fonte – 

dreno, força essa que é primeiramente energizada pelo acúmulo de solutos no floema 

dos tecidos fonte (folhas fotossintetizantes), fenômeno conhecido como carregamento 

do floema (YADAV et al., 2015). Existem diferentes mecanismos para o carregamento 

do floema: I - carregamento apopástico (ativo); II - carregamento por mecanismo de 

captura de polímeros e; III - carregamento simplástico (passivo).  

Plantas de cana-de-açúcar utilizam o mecanismo de carregamento 

apoplástico do floema (ROBINSON-BEERS e EVERT, 1991). Nesse processo, a 

sacarose é transportada por meio de proteínas de membrana SWEET para as células 

adjacentes do floema. Devido à grande pressão osmótica existente nessas células, a 

sacarose adentra ao vaso condutor contra o gradiente osmótico por transporte ativo, 

onde finalmente é transportada pelo fluxo de massa para os tecidos dreno (BRAUN e 

SLEWINSKI, 2009; YADAV et al., 2015). Levando em conta esses mecanismos, sob 

os efeitos do estresse hídrico a cana poderia utilizar o mecanismo de captura de 

polímeros para auxiliar o carregamento do floema. Essa mudança de estratégia também 

já foi observada em plantas de melão, especialmente sob ação de vírus (GIL et al., 

2011). Nesse mecanismo, a sacarose flui simplasticamente do mesofilo para as células 

adjacentes ao floema através de plasmodesmos especializados. Nessas células, uma 

parte da sacarose é imediatamente convertida em oligossacarídeos de rafinose, 

principalmente em forma de rafinose e estaquiose (TURGEON e AYRE, 2005). 

Assume-se que esses PDs exerçam seleção semipermeável dos solutos, impedindo que 

grandes esqueletos carbônicos como os RFOs atravessem seus canais. Dessa forma, os 

RFOs sintetizados nas células adjacentes ali permanecem e por consequência, elevam a 

pressão osmótica e o fluxo de massa em direção ao floema, permitindo que a seiva flua 

para os tecidos dreno (McCASKILL e TURGEON, 2007).  

Essa hipótese é reforçada pelo padrão transcricional dos genes chave de 

síntese dos RFOs em cana observados no presente trabalho. Na Figura 10A, ScGolS1 

eleva seu nível transcricional nas folhas no início do estresse (INI) e sofre posterior 

repressão ao longo dos pontos INT, MAX e REC. A indução de GolS implica no 

aumento dos níveis de galactinol, o qual será molécula substrato para as enzimas 
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subsequentes da via metabólica. Ao mesmo tempo, a partir do ponto INT, ScRFS1 e 

ScSTS1 passam a ter transcrição induzida pelo estresse (Figura 11A e 12A), sugerindo 

que as moléculas de galactinol sintetizadas no início do estresse agora estão 

convertendo-se em RFOs maiores pela atividade das enzimas RFS e STS. Ainda, em 

colmo, os ScGolS1, ScRFS1 e ScSTS1 elevam sua transcrição de acordo com a 

severidade do estresse (Figuras 10B, 11B e 12B). Isso sugere que os RFOs sintetizados 

nas folha não são transportados para o floema junto com a sacarose, o que também foi 

observado em outras espécies que utilizam o mecanismo de carregamento apoplástico 

(YADAV et al., 2015) e por este motivo, os RFOs são sintetizados novamente em 

colmo. Turgeon et al. (2001) e Ayre et al. (2003) chegaram a uma conclusão semelhante 

quando avaliaram a regulação aumentada do gene de rafinose sintase em plantas de 

tabaco, nos quais foi evidenciado a presença de RFOs no floema, sugerindo que as 

sínteses desses oligossacarídeos estejam também relacionadas aos tecidos adjacentes ao 

feixe vascular. Nas Figuras 10B, 11B e 12B, observa-se que a indução do gene GolS e 

STS é maior que o de RFS. Sugere-se que o nível elevado de GolS se deve ao 

fornecimento de galactinol para a síntese de rafinose e também estaquiose nos passos 

subsequentes da via, bem como a estaquiose sintase que é induzida para sintetizar 

maiores quantidades de estaquiose, possivelmente para elevar a concentração de seu 

produto em colmo. É importante ressaltar que, além do exposto acima, a atividade 

dessas enzimas, e por consequência a transcrição do gene, pode ser maior em colmo 

devido à grande disponibilidade de sacarose nesse tecido, molécula a qual é utilizada 

como esqueleto carbônico para a produção dos oligossacarídeos de rafinose. O acúmulo 

de RFOs nos colmos de cana-de-açúcar, além de contribuir para o fluxo de massa de 

solutos do tecido fonte para o dreno, deve aumentar o potencial hídrico do colmo, o que 

ocasionaria uma maior absorção de água e nutrientes através das raízes.  

Assim como já foi observado em outras espécies, os genes-chave 

relacionados a síntese de RFOs em cana possivelmente exercem um papel fundamental 

na tolerância a estresses abióticos. Os genes não respondem de maneira idêntica ao 

estresse, observando-se respostas tecido e estresse específicas. Com base nos dados 

obtidos, concluímos que a regulação de síntese da estaquiose e a rafinose podem ser tão 

ou mais importantes que o galactinol na tolerância a estresses, abrindo a perspectiva de 

experimentos que avaliem em detalhe a participação específica de cada um desses 

polissacarídeos na tolerância ao estresse hídrico.  
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3 CAPÍTULO 2 - A galactinol sintase de cafeeiro (CaGolS2) pode promover 

alterações morfológicas e fisiológicas em cana-de-açúcar 

 

Introdução 

O cultivo de cana-de-açúcar passou a ter grande relevância nos últimos anos 

devido a importância de seus subprodutos como fontes geradoras de energia. Neste 

contexto, o desenvolvimento de estratégias biotecnológicas em cana que gerem maior 

capacidade de tolerância a estresses passaram ser de grande importância. Uma estratégia 

utilizada para este fim é a transformação genética com enzimas chave para a síntese de 

osmólitos. A enzima galactinol sintase (GolS, EC 2.4.1.123) forma moléculas de 

galactinol, a qual é precursora da via dos oligossacarídeos de rafinose (RFOs). Os RFOs 

atuam como moléculas antioxidantes e de regulação osmótica em diferentes espécies. 

Em Coffea arabica, um trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa caracterizou três 

isoformas de galactinol sintase em Coffea arabica, e foi observado que o gene CaGolS2 

apresentava indução transcricional em resposta ao estresse hídrico.  

Isso posto, o objetivo deste trabalho foi obter plantas transgênicas de cana-

de-açúcar com expressão constitutiva do gene CaGolS2, bem como caracterizar os 

eventos transgênicos quanto sua morfologia, fisiologia e nível transcricional do 

transgene CaGolS2. 

 

3.1 Materiais e Métodos 

 

3.1.1 Material vegetal e cultura de tecidos 

 

Foram utilizadas como fonte dos explantes plantas de cana-de-açúcar com 

dez meses de idade da variedade SP80-3280, cultivada no campo da estação 

experimental do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR, Londrina, PR). Segmentos 

de folhas imaturas foram desinfestados superficialmente com etanol 70% (3 vezes por 2 

minutos) e hipoclorito de sódio a 50% da concentração comercial (2,5% p/p) por 20 

minutos. A região meristemática foi cortada transversalmente em discos de 2-3 mm e 

transferidas para potes de vidro de 250 mL contendo 40mL de meio de indução MS 

(MURASHIGE e SKOOG) modificado por Bower et al. (1996), suplementado com 25 

g/L de sacarose, 150 mg de ácido cítrico, 13 μM de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
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D) e solidificado com 3 g/L de phytagel (Sigma). Os explantes foram mantidos no 

escuro a 27°C para a indução de calos embriogênicos (Figura 13). 

 
Figura 13: Etapas da cultura de tecidos de cana-de-açúcar. A) Explantes oriundos da região meristemática 

das variedades SP80-3280. B) Calos embriogênicos em meio MS modificado.  

 

 
 

3.1.2 Construção do vetor para transformação genética 

 

O gene CaGolS2 codifica uma sintase de galactinol em cafeeiro (C. 

arabica). Este gene foi selecionado para transformação genética por ser responsivo aos 

estresses térmico, hídrico e salino (DOS SANTOS et al., 2011). A região codificante do 

CaGolS2 foi amplificada por PCR utilizando primers específicos (CaGolS2_SmaI e 

CaGolS2_SacI – Tabela 4) e inserida em um vetor binário sob controle do promotor de 

poliubiquitina de milho (Ubi-Mz). Esse vetor foi adquirido da empresa DNA Cloning 

Service (Hamburg, Alemanha) e possui o gene de seleção nptII, que confere tolerância 

ao antibiótico geneticina, sob controle do promotor CaMV35S para seleção dos eventos 

transgênicos (Figura 14). O vetor contendo o a região codificante do CaGolS2 

(pUBI::GolS) foi inserido em E. coli cepa DH10b e uma alíquota foi separada para 

estocagem em cultura permanente (freezer -80ºC). Em seguida, foi realizada a extração 

do DNA plasmidial (SAMBROOK et al., 1989) e a construção foi confirmada por 

digestão enzimática, utilizando os sítios BamHI e SalI, e por sequenciamento Sanger. 

 

 

 

 

 

 

A 
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Figura 14: Esquema do vetor de expressão utilizado para clonagem da região codificante de CaGol2 sob 

controle do promotor UbiZm para transformação genética de cana-de-açúcar. O gene nptII, que confere 

resistência ao antibiótico geneticina, permite a seleção das plantas transgênicas e é controlado pelo 

promotor CaMV35S (P35S).  

 

 
 

3.1.3 Transformação genética de cana-de-açúcar por biobalistica 

 

Para a obtenção dos eventos de transformação, calos embriogênicos foram 

tratados em meio MSC1 (meio MS com menor concentração do hormônio 2,4-D - 

1mg/mL) por sete dias, na ausência de luz. Após este período, os calos foram 

transferidos quatro horas antecedentes ao experimento de transformação para placas de 

Petri com meio osmótico (meio MS acrescido de 72,88 g/L de manitol e 72,88 g/L de 

sorbitol). A precipitação dos plasmídeos sobre as micropartículas de tungstênio (W18-

Biorad®) seguiu a metodologia de Rech et al. (2008). Como controle negativo da 

transformação, foram utilizados calos embriogênicos mantidos em meio osmótico, 

porém submetidos ao bombardeamento das micropartículas precipitadas junto ao vetor 

vazio (sem o cds de CaGolS2).  

O equipamento de bombardeamento utilizado foi o PDS-1000/He (Biorad®). A 

pressão de ruptura de disco utilizada foi de 1200 - 1400 psi e a distância percorrida pela 

micropartícula até atingir os calos foi 90 mm. Os eventos de transformação genética e 

multiplicação de plantas foram realizados em laboratório que possui Certificado de 

Qualidade em Biossegurança (CQB 059/98). 
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3.1.4 Seleção e confirmação molecular dos eventos transformados 

 

Após o bombardeamento, os calos foram transferidos para meio MSC1 e 

mantidos por dez dias no escuro para aclimatação e recuperação do estresse ocorrido no 

processo invasivo de biobalística. Em seguida, os calos foram transferidos para meio 

seletivo, composto por MS modificado acrescido de 30 mg/L do antibiótico geneticina, 

porém na ausência de 2,4-D e mantidos sob fotoperíodo de 16/8 horas de luz/escuro a 

27°C. A cada 2-3 semanas, os calos transformados foram subcultivados até a formação 

de plântulas. Plântulas recém-transformadas que se desenvolveram em meio nutritivo 

acrescido do agente de seleção são consideradas eventos transgênicos putativos, os 

quais foram confirmados em análises subsequentes. 

A Figura 15 resume o processo de transformação genética por biobalística 

de cana-de-açúcar utilizada neste trabalho. 

 
Figura 15: Fluxograma da transformação genética via biobalística.  
 

 
 

3.1.5 Transferência de plantas em ambiente de contenção 

 

As plantas transgênicas confirmadas por meio de amplificação de PCR 

primer-específica foram transferidas para ambiente de contenção (casa-de-vegetação) 

para crescimento e desenvolvimento. Inicialmente, as plantas foram transplantadas 

copos plásticos de 700mL contendo substrato vegetal. Após atingirem 8 meses, foram 
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transferidas para vasos de 12L com solo do tipo basalto vermelho equilibrado e 

enriquecido de adubo NPK 10/10/10 e cultivadas para análises subsequentes. 

 

3.1.6 Extração de RNA, síntese de cDNA e avaliação transcricional de CaGolS2 

nas plantas transgênicas de cana-de-açúcar. 

 

O nível transcricional do transgene CaGolS2 nos eventos transformados foi 

avaliado por reação de RT-PCR. A extração de RNA seguiu a metodologia de 

Korimbocus et al. (2002), a qual utiliza tampão CTAB na homogeneização das amostras 

e cloreto de lítio na precipitação do RNA.  Foram utilizados 200mg de tecido foliar em 

nitrogênio líquido por extração. Das amostras de RNA total, o RNA mensageiro foi 

purificado por meio do kit de captura de mRNA Roche®, que dispensa o uso de DNase. 

A reação de síntese de cDNA foi feita com o kit ImPromTM (PROMEGA®) e utilizou 

600 ng de mRNA. O ciclo de PCR foi composto por um período de desnaturação inicial 

a 95ºC por 5 minutos, e por ciclos de: desnaturação (95ºC por 30 segundos), anelamento 

(63ºC por 45 segundos) e extensão (72ºC por 30 segundos). Para o transgene CaGolS2, 

foram utilizados 35 ciclos de reação e para o normalizador, 30 ciclos. O normalizador 

utilizado foi o gene 14-3-3 de cana-de-açúcar (Rocha et al. 2007). Os primers utilizados 

estão indicados na Tabela 4: 

 
Tabela 4: Primers utilizados para a clonagem, confirmação da construção e avaliação transcricional semi-

quatitativa.  

Primer     

CaGolS2 SmaI cccgggATGGGATCGATGGAAATGAAC 

CaGolS2 SacI gagctcCATTAGGCAGCCGAGGGAG 

  Forward Reverse 

CaGolS2_check CTTTCCAATAATCTCCACTTCC GCTGATGCACCCTCCAAG 

CaGolS2_F e _R GAGGCTCCATTAGGCAGCCGAGGGAG CCCGGGATGGGATCGATGGAAATGAAC 

Sc14-3-3 GCATCCAGCCATCATTTATCG GCTGCTGCCATTGCTGCTG 

 

A imagem do gel de RT-PCR foi processada no software ImageJ 

(ABRAMOFF et al., 2004) o qual converte a intensidade da banda de amplificação do 

gel em valores numéricos. A partir disso, o cálculo da razão de amplificação seguiu a 

fórmula: iA/iN, onde iA é a intensidade de amplificação do gene alvo e iN, do 

normalizador.  
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3.1.7 Caracterização mofológica e fisiológica das plantas transgênicas 

 

Na caracterização morfológica foram avaliados os seguintes parâmetros: 

número de perfilhos, número de folhas totalmente expandidas, altura do colmo (cm), 

número de internós, diâmetro de colmo, comprimento e largura da folha +3, e massa 

fresca do colmo. A área foliar foi calculada seguindo o cálculo proposto por Francis et 

al. (1969) por meio da fórmula: AF = C x L x (0,75), onde C é o comprimento e L a 

largura da folha +3. 

A avaliação fisiológica dos eventos foi realizada em plantas de 9 meses com 

o analisador de gás por infravermelho Li-6400XTR (LiCor, EUA, sob irradiação de 

1600 μmol m-2 s-1 e concentração de CO2 de 400 ppm) e observou-se os parâmetros 

assimilação de CO2 (A), condutância estomática (gs), concentração interna de CO2 (Ci) 

e transpiração (E). As aferições foram realizadas as 10:00 horas da manhã, a uma 

temperatura ambiente de 25 °C.  

A análise estatística foi realizada utilizando o programa InfoStat versão 

2015d (RIENZO et al., 2011). Foi aplicado o teste de Duncan, que informa se há 

diferença estatística entre as médias dos tratamentos (grupos TA, TNA e Controle – 

Tabela 5) a uma significância de 5% (p ≤ 0,05). 

 

3.2 Resultados e Discussão 

 

3.2.1 Inserção da região codificante do gene CaGolS2 no vetor de transformação 

 

Para confirmar a inserção do quadro aberto de leitura do gene CaGolS2 no 

vetor pUBI::GolS2, foi hidrolisado o DNA plasmidial extraído de 24 clones com as 

enzimas BamHI e SalI (Figura 16). Essa combinação de enzimas libera um fragmento 

com tamanho aproximado de 1 kb, presente na maioria dos clones avaliados (Figura 

17). 
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Figura 16: Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídeo, da digestão de clones 

contendo o plasmídeo pUBI::GolS2 com as enzima BamH I e Sal I, que libera fragmento esperado de 

1kb. L, marcador de peso molecular 1000 pb (1 kb). Clones 2, 3 e 4 foram selecionados para confirmação 

por sequenciamento. 

 

 
 

O DNA plasmidial das amostras 2, 3 e 4, que apresentaram o fragmento de 

tamanho compatível, foram enviados para sequenciamento Sanger (Macrogen). Após 

análise das sequências obtidas, foi possível concluir que o gene alvo foi inserido 

corretamente no vetor de expressão, sem mutações (dados não apresentados).  

 

3.2.2 Regeneração, confirmação e multiplicação dos eventos transgênicos 

 

O protocolo de transformação genética utilizada foi eficiente na geração de 

eventos resistentes ao agente seletivo geneticina, produzindo 15 eventos independentes. 

A confirmação da inserção do gene alvo foi realizada por PCR (Figura 17) utilizando 

primers específicos para o gene galactinol sintase, que geram um fragmento de 100 pb 

(CaGolS2_F e CaGolS2_R – Tabela 4). No total, foram regeneradas 10 plantas da 

variedade SP 80-3280 que continham o transgene. 

 

 

 

 

+ 
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Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídeo, de reação de PCR das 

plantas de cana tolerantes a antibiótico regeneradas SP01 a SP10. Como controle positivo (+) foi utilizado 

o plasmídio de transformação UbiZm::CaGolS2, e como controles negativos: (C-), DNA de folha da 

variedade SP 90-3280 não transformada. (B), controle negativo da reação de PCR. 

 

 
 

As plantas transgênicas de cana-de-açúcar foram aclimatadas e transferidas 

para casa de vegetação (Figura 18). Este material foi utilizado para avaliação 

transcricional do transgene, análises morfológicas e fisiológicas. No momento de 

execução dos experimentos, as plantas tinham 9 meses de idade. 

 
Figura 18: Plantas da variedade SP80-3280 transformadas geneticamente com o gene galactinol sintase de 

Coffea arabica (CaGolS2) após transplante para vaso em casa de vegetação. SP01-SP08, 8 meses de 

idade; SP09 e SP10, 9 meses de idade.  

 

 
 

3.2.3 Avaliação transcricional do gene CaGolS2 em cana-de-açúcar transgênica 

 

Foi realizada reação de RT-PCR com o cDNA de plantas transgênicas 

utilizando-se primers específicos para o gene CaGolS2. Dos 10 eventos transgênicos 
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confirmados (Figura 19), seis (SP02, SP03, SP04, SP05, SP06, SP09 e SP10) tiveram a 

amplificação do transgene CaGolS2.  

 
Figura 19:  Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etídeo de RT-PCR com cDNA das 

plantas confirmadas para transgenia de CaGolS2 (SP01-SP10; superior da figura). A normalização da 

amplificação foi realizada com o gene Sc14-3-3. 

 

 
 

A análise de RT-PCR mostra variação transcricional do transgene CaGolS2 

entre as plantas transgênicas (Figura 19). Os eventos SP09 e SP10 expressam o 

transgene em nível mais elevado que os demais e isso pode explicar a diferença morfo-

fisiológica (Figura 20 e 21) dessas plantas em relação aos demais eventos.  

O processamento da imagem da Figura 19 por meio do software Image J 

permitiu quantificar a expressão dos eventos transgênicos. Essa quantificação é feita por 

meio da razão de amplificação (Ramp), que mostra em números a expressão do gene 

alvo CaGolS2 em relação ao normalizador Sc14-3-3 (Anexo I). A razão entre a 

amplificação de CaGolS2 e Sc14-3-3 é colocada na Tabela 5. 

 
Tabela 5: Conversão da intensidade luminosa da banda de RT-PCR na razão de amplificação. Legenda: 

TA, eventos transgênicos que expressam CaGolS2; TNA, eventos transgênicos que não expressam 

CaGolS2; Controle, plantas não transformadas da variedade SP80-3280. 

Grupo Evento Razão 

TA 

SP02 0,46 

SP03 0,60 

SP04 0,97 

SP06 0,57 

SP09 0,76 

SP10 0,70 

TNA 

SP01 0,16 

SP05 0,19 

SP07 0,14 

SP08 0,02 

Controle Plantas SP80-3280 Não-transgênicas 
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De acordo com a razão de amplificação, os eventos transgênicos foram 

organizados em dois grupos:  

1) TA, no qual os eventos transgênicos tem Ramp acima de 0,4: SP02, 

SP03, SP04, SP06, SP09 e SP10; 

2) TNA, no qual foram classificados os eventos com Ramp abaixo de 0,4: 

SP01, SP05, SP07 e SP08.  

Estes dois grupos foram então comparados a plantas não-transformadas que 

passaram pelo processo de cultura de tecidos e aclimatação, denominado grupo 

Controle. 

 

3.2.4 Caracterização morfológica e fisiológica das plantas transgênicas 

 

Na maioria dos parâmetros morfológicos avaliados, os eventos TA 

apresentem características que os diferenciam das plantas não transformadas (Figura 20) 

e também dos transgênicos TNA, os quais não expressam CaGolS2. Nos eventos TA 

foram observados uma maior altura do colmo (Figura 20A), maior número de entrenós 

por colmo (Figura 20B), maior número de folhas totalmente expandidas (Figura 20C), 

maior área foliar (Figura 20D), e maior perfilhamento a partir do colmo principal 

(Figura 20E). Todas essas características morfológicas são de interesse de seleção em 

plantas jovens, e podem indicar diferenças dessas plantas em relação as variedades não 

transgênicas. O perfilhamento da cultivar SP80-3280 é considerado baixo-médio 

(RIDESA, 2012), e a média dos eventos TA, principalmente o evento SP02 (14 

perfilhos) foi maior que em plantas não-transformadas.  Outro exemplo é o caso do 

evento transgênico SP09, que apresenta 217,74 g de massa fresca no colmo e 1,90 m de 

comprimento (dados não mostrados), enquanto que a planta não transformada da mesma 

idade soma 119,14 g e 80,5 cm. 
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Figura 20: Parâmetros morfológicos das plantas transgênicas de cana transformadas com CaGolS2 e não 

transgênicas. A) extensão do colmo; B) número de entrenós; C) número de folhas totalmente expandidas; 

D) área foliar; E) número de perfilhos. Barras de cor cinza claro: plantas transgênicas que expressam o 

transgene CaGolS2; Cor cinza escuro: plantras transgênicas que não expressam o transgene CaGolS2; 

Cor preta: plantas não transgênicas. Letras maiúsculas mostram diferença estatística entre médias pelo 

teste de Duncan (p < 0,05). 

 

 

 

As plantas transgênicas do grupo TA são mais eficientes na assimilação de 

carbono, transpiração e condutância estomática que as não transformadas (Figura 21 A, 

B e C, respectivamente). Entre as TA, o evento SP10 foi o mais eficiente no 

metabolismo e uso de carbono, pois sua razão de assimilação líquida de CO2 pela 

concentração interna de CO2 é 62,5% maior que a média das plantas não transformadas 

(dados não mostrados). 
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Figura 21: Parâmetros fotossintéticos das plantas transgênicas de cana transformadas com CaGolS2. A) 

razão entre assimilação líquida de CO2 pela concentração interna de CO2; B) transpiração; C) 

condutância estomática. Barras e pontos de cor cinza claro: plantas TA - transgênicas que expressam o 

transgene CaGolS2; Cor cinza escuro: plantas transgênicas que não expressam o transgene CaGolS2 - 

TNA; Cor preta: plantas não transgênicas - Controle. Letras maiúsculas mostram diferença estatística 

entre médias pelo teste de Duncan (p ≥ 0,05). 

 
 

  Os eventos SP06, SP09 e SP10, que apresentam uma maior expressão do 

transgene são eventos candidatos para avaliação de tolerância a estresses. Uma das 

hipóteses que pretendemos testar é se estes eventos são mais tolerantes ao estresse 

hídrico, térmico e oxidativo. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com base nos dados apresentados, concluímos que os genes RFOs em cana 

são diferencialmente expressos em estresse hídrico. O gene ScGolS1 mostra resposta 

transcricional genótipo-específico e atua prontamente ao estresse hídrico em folhas e de 

responde acordo com o aumento da severidade do estresse em colmo. ScRFS1 e ScSTS1 

são responsivos ao estresse hídrico, tanto em folha como em colmo. Como observado 

nos padrões transcricionais de galactinol e estaquiose sintase, estes genes parecem 

desempenhar uma importante função no carregamento do floema pelo mecanismo de 

captura de polímeros e também no ajuste osmótico para maior absorção de água e 

nutrientes quando a cana está em déficit hídrico. Além disso, a análise filogenética 

mostrou que os genes galactinol sintase apresentam padrões evolutivos distintos dos 

genes rafinose e estaquiose sintase. 

Os eventos transgênicos mostraram características promissoras. As plantas 

com nível trascricional de CaGolS2 mais elevado também apresentaram maior taxa de 

assimilação de CO2 e transpiração que as plantas não transformadas. Adicionalmente, as 

estruturas morfológicas dos eventos transgênicos se destacam em comparação com 

plantas não transgênicas, pois contém características de interesse para a seleção de 

plantas jovens para o estudo de uma nova variedade transgênica de cana-de-açúcar. Os 

eventos transgênicos SP06, SP09 e SP10 possuem características morfológicas e 

fisiológicas de diferença mais marcante em relação a plantas não-transformadas, e dessa 

forma, candidatos para avaliações moleculares mais aprofundadas. 
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6 ANEXOS 

 

Anexo I – Plotagem em dispersão da razão de amplificação 

 

 
 

Anexo II - Sequência do gene de Galactinol Sntase em cana-de-açúcar 

 

>ScGolS1_Sequência Codificante 
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ATGGCTCCCGAGCTGGCCGGCAAGATGACCGCCAAGGCCGCCGCCGCGGCGGTGAAGCCCG

CGACGAGGGCGTACGTGACGTTCCTGGCGGGCGACGGGGACTACTGGAAGGGCGTGGTGGG

CCTGGCCAAGGGCCTGCGCAAGGTCCGCTCGGCCTACCCGCTGGTGGTGGCCGTGCTGCCCG

ACGTGCCGGAGTCCCACCGCCGCATCCTCATCTCGCAGGGGTGCATCGTCCGCGAGATCGAG

CCCGTGTACCCGCCTGAGAACCAGACGCAGTTCGCCATGGCCTACTACGTCATCAACTATTC

CAAGCTCCGCATCTGGGAGTTCGTGGAGTACGAGAGGATGGTGTACCTGGACGCGGACATC

CAGGTGTTCGAGAACATCGACGAGCTGTTCGAGCTCGAGAAGGGCTACTTCTACGCGGTGAT

GGACTGCTTCTGCGAGAAGACGTGGAGCCACACGCCGCAGTACAAGATCGGCTACTGCCAG

CAGTGCCCGGACAAGGTGGCGTGGCCAACCGCCGAGCTGGGCCCTCCGCCGGCGCTCTACTT

CAACGCCGGCATGTTCGTGCACGAGCCCAGCATGGCCACCGCCAAGGCACTCCTCGACACCC

TCCGCGTGACTCCGCCCACCCCCTTCGCAGAGCAGGACTTCCTGAACATGTTCTTCAGGGAC

CAGTACAGGCCGATCCCGAACGTGTACAACCTCGTGCTCGCCATGCTCTGGAGGCACCCCGA

GAACGTGCAGCTGGAGAAGGTGAAGGCCGTGCACTACTGCGCGGCGGGGTCGAAGCCCTGG

AGGTTCACGGGCAAGGAGGCCAACATGGACAGGGAGGACATCAAGATGCTGGTGAAGAAG

TGGTGGGACATCTACAACGACGAGACGCTGGACTTCAAGGGCCTGCCCCTCTCGCCCGCCGA

CGCCGACGACGAGGTGGAGGCGGTGGCCAAGAAGCCGCTCCGCGCCGCGCTGGCGGAGGCC

GGCACGGTCAAGTACGTCACGGCGCCCTCGGCCGCCTGA 

 

>ScGolS1_ Proteína 
MAPELAGKMTAKAAAAAVKPATRAYVTFLAGDGDYWKGVVGLAKGLRKVRSAYPLVVAVLP

DVPESHRRILISQGCIVREIEPVYPPENQTQFAMAYYVINYSKLRIWEFVEYERMVYLDADIQVFE

NIDELFELEKGYFYAVMDCFCEKTWSHTPQYKIGYCQQCPDKVAWPTAELGPPPALYFNAGMF

VHEPSMATAKALLDTLRVTPPTPFAEQDFLNMFFRDQYRPIPNVYNLVLAMLWRHPENVQLEK

VKAVHYCAAGSKPWRFTGKEANMDREDIKMLVKKWWDIYNDETLDFKGLPLSPADADDEVEA

VAKKPLRAALAEAGTVKYVTAPSAA 

 

Anexo III - Sequências dos genes de Rafinose Sntase em cana-de-açúcar 

 

>ScRFS1_ Sequência Codificante 
ATGACGGTGGGCGCCGGGATCGCCGTCCAGGACGGCAGCCTCCTGGCGCTGGGTGCCGAGG

TCCTGCGGGAGGTGCGCCCCAACGTGCTCGTCACGCCCGCCGCCGGCGGAGGCCTCACCAAC

GGCGCGTTCCTCGGCGTCCGCTCCGCACCCGCCGGCAGCCGCAGCGTCTTCCCCGTCGGGAA

GCTCCGGGACCAGCGGTTCATGTGCACGTTCCGGTTCAAGATGTGGTGGATGACGCAGAGG

ATGGGCTCATCAGGCCGCGACATCCCCTTCGAGACGCAGTTCCTGATCGTTGAAGGCACTGA

TGGACTGCAGTCCACCGGCGAGCAGCCTGTCGTGTACACCGTCTTCCTCCCAATACTGGAGG

GCTCGTTCCGTGCTGTTCTTCAGGGGAACGCTGACGATGAGCTGGAGATTTGCTTAGAGAGT

GGCGATCCAGATGTGGAATCCTTCGAAGGCTCCCATCTGGTCTTTGTTGGCGCCGGATCGGA

TCCGTTCGATGTCATCACAAATTCAGTAAAAGTCGTTGAGAGGCACTTGCAGACGTTTTCTC

ACAGGGAAAAGAAAAAGAGTTCTGAATCTTTCAACTTGCCGCAGATGCCAGACATGCTGAA
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CTGGTTTGGTTGGTGCACGTGGGATGCGTTCTACACCAATGTCACTGCTCAAGGAGTGAAGG

AAGGATTACAGAGCTTTGAGAAAGGTGGGGTTTCTCCTAGATTTGTCATAATTGACGACGGA

TGGCAGTCGGTCGCTATGGATCCTGTGGGAATCGCGTGCTTATCTGATAACTCAGCCAACTT

TGCAAACAGGTTAACTCACATCAAGGAGAACCACAAGTTTCAGAAAAATGGCAGGGAGGGT

CACAGGGAAGATGATCCAGCAAAGGGCCTAGCACACATCGTCAATGAAATCAAAGGGAAAC

ATGAGCTGAAGTACGTGTATGTATGGCATGCCATTACCGGATACTGGGGTGGAGTCAGGCCA

GGTGTAGTTGGAATGGAGCACTACGAATCAAAGATGCAGCAGCCTGTGTCATCACCAGGGG

TTCAGAAAAACGAGCCCTGTGATGCTTTGGACAGCATAACGACCAATGGAATGGGCCTTGTG

AACCCTGAGAGAGTATTCAGTTTCTACAATGAACTCCACTCGTATCTTGCTTCTGCTGGGATC

GACGGGGTCAAGGTAGACGTGCAGAACATCCTTGAGACGCTAGGTGCTGGCCATGGGGGAA

GGGTACTGCTGGCTAGAAAGTACCAGCAGGCTCTAGAAGCTTCTGTCGCTAGGAACTTCCCT

GACAATGGCATCATATCATGCATGAGCCACAATACAGACAACTTATACAGTTCAAAAAGGA

GCGCGGTGATTAGAGCCTCTGATGATTTCTGGCCGAGAGACCCTGCTTCCCATACCATACAC

ATTGCATCTGTCGCGTATAACACAGTCTTTCTTGGAGAATTCATGCAGCCAGATTGGGACAT

GTTCCATAGTGTTCATCCGATGGCTGAATACCATGCTGCAGCTCGAGCAGTTGGTGGTTGTG

CCATATATGTCAGTGACAAGCCTGGAAACCATGACTTCAATCTGCTTAAGAAGCTTGTGCTT

CCTGATGGATCGATCCTGCGTGCAAAACTCCCCGGGAGACCAACAAGAGATTGCCTCTTCTC

GGATCCCGCAAGGGACGGCAAAAGCATTCTCAAGATATGGAACCTGAACGAACACTCTGGT

GTCATTGGCGCCTTCAACTGCCAAGGCGCCGGTTGGTGCCAGGTAGGGAAGAAGAACCTCA

TCCACGACGAGCAGCCCGGAACGGTGACCGGAGTCATCCGGGCACAGGATGTGGGCTACCT

TGCAAAGGTTGCTGATCACAGCTGGAACGGCGACGTGATCGTGTATTCGCACGTAGGAGGG

GAGGTGGTGTACCTGCCGAAGAACGCCTCGCTGCCTGTGACGCTGAGATCACGCGAGTACG

AGGTGTTCACCGTGGTCCCTCTGAAGCACCTGCCAAACGGCGTCTCCTTCGCACCGATCGGC

ATGGTCGGCATGTTCAACTCCGGTGGCGCGGTGAGGGAGGTGAGGTTCGGTGAGGATGCCG

ACGTCGAGCTCAAAGTGCGGGGCTCAGGCACGGTCGGCGCTTATTCCTCGACCAGGCCGAG

GAGTGTCGCCATCGATTCGAAGGCGGTTGGTTTTTGCTACGATGACGCCTGTGGTCTGGTCA

CCTTTGAGCTTGGCCTCCCTGAACAAGAACTGTACTTGTGGACAGTTTCAGTGGAGTACTGA 

>ScRFS1_ Proteína 
MTVGAGIAVQDGSLLALGAEVLREVRPNVLVTPAAGGGLTNGAFLGVRSAPAGSRSVFPVGKL

RDQRFMCTFRFKMWWMTQRMGSSGRDIPFETQFLIVEGTDGLQSTGEQPVVYTVFLPILEGSFR

AVLQGNADDELEICLESGDPDVESFEGSHLVFVGAGSDPFDVITNSVKVVERHLQTFSHREKKKS

SESFNLPQMPDMLNWFGWCTWDAFYTNVTAQGVKEGLQSFEKGGVSPRFVIIDDGWQSVAMD

PVGIACLSDNSANFANRLTHIKENHKFQKNGREGHREDDPAKGLAHIVNEIKGKHELKYVYVW

HAITGYWGGVRPGVVGMEHYESKMQQPVSSPGVQKNEPCDALDSITTNGMGLVNPERVFSFYN

ELHSYLASAGIDGVKVDVQNILETLGAGHGGRVLLARKYQQALEASVARNFPDNGIISCMSHNT

DNLYSSKRSAVIRASDDFWPRDPASHTIHIASVAYNTVFLGEFMQPDWDMFHSVHPMAEYHAA

ARAVGGCAIYVSDKPGNHDFNLLKKLVLPDGSILRAKLPGRPTRDCLFSDPARDGKSILKIWNLN

EHSGVIGAFNCQGAGWCQVGKKNLIHDEQPGTVTGVIRAQDVGYLAKVADHSWNGDVIVYSH

VGGEVVYLPKNASLPVTLRSREYEVFTVVPLKHLPNGVSFAPIGMVGMFNSGGAVREVRFGEDA

DVELKVRGSGTVGAYSSTRPRSVAIDSKAVGFCYDDACGLVTFELGLPEQELYLWTVSVEY 
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>ScRFS2_ Sequência Codificante 

ATGACGATCACCTCATCCGTCAAGCTCGCTGGAGGCACGCTGTCAGTCTGCGGCCAGGCGAT

CCTGTCCGGCGTGCCCGCAGCCGTAGCGGCGTCCTCTGCGGCAGCGGTGAGAGCAGTCGAC

GGGGTCTTCCTCGAAGCCGACCTCGCCGAGTCAGCCGCCCGCCATGTCGTTTCCCTCGGCGC

CTTACGGGACGTGCGGTTCATGGCGTGTTTCCGGAGCAAGCTGTGGTGGATGTCGCAGCGGA

TGGGGGACAAGGGCGGCGACGTCCCACACGAGACGCAGTTCCTGCTCGTGGAGTCCAGGGG

CGCCGGCGGCAGCGGCGAGGACGCGGCGTACGTCGTGTTCCTCCCGCTCGTGGAGGGCGCG

TTCCGTGCCAGCCTCCAGGGCGGCGCGGGCGACGAGCTGGAGCTCTGCGTCGAGAGCGGGG

ACGCCGACACGCGCGCGGCGTCCTTCGAGCGCGCGCTCTTCGTGGGCGCCGCGGAGTCCGAT

CCCTTCGCGGCCATCGCCGGCGCCGTCGCCGCGGCCAAGTCAGCGATCAAGACGTTCCGGGT

CCGCGCCGAGAAGAAGCTCCCGGGCATCGTCGACTACTTCGGGTGGTGCACCTGGGACGCCT

TCTACCAGGACGTCACGCAGGAGGGCGTCGAGGCCGGGCTCCGCAGCCTCGTCGCCGGCGG

CGCGCCGCCCAAGTTCGTCATAATAGACGACGGCTGGCAGTCCGTAGGCACGGACCAACCC

AACCCCGACGACCCAGCAGGAGAGGCCAAGCAGCCGCGCTTGCCCCGGCTCACCGGCATCA

GGGAGAACAGCAAGTTCCAGAGACACGACGACCCGGCCGCCGGCATCCGCACGGTGGTGCG

CGCGGCGAAGGAAGAGTACGGCCTCAAGTACGTCTTCGTCTGGCACGCCATCACCGGTTACT

GGGGCGGTGTGCGTCCAGGCGCGGCCGGCACGGAGCAGTACCTCTCCAGCATGCAGTTCCC

CAAGATCTCGCCGGGAGTTGCCGAGAACGATCCCGGCATGAAAACCGATTGGATCACCGCC

CAAGGGGTCGGCCTCATGCACCCGCGCGCCGTGTACCGCTTCTACGACGACCAGCACGCGTA

CCTCGCCGCCGCCGGTGTCGACGGCGTCAAGGTGGACGAGCAGTGCATCCTGGAGACGCTC

GGCGCCGGCCACGGCGGCCGCGCGCAGCTCACGAGGCAATACCACCAGGCGCTCGACGCCT

CCGTCGCCAAGAACTTCCCGGAGAACGGCATCATCGCCTGCATGAGCCACAACACCGACGC

CCTCTACTGCTCGAAGCAGACGGCGGTGGTGAGAGCGTCAGATGACTTCTTCCCGAGGGACC

CAGCGTCGCACACGGTCCACATCGCCGCGGTGGCGTACAACAGCGTGTTCCTCGGCGAGTTC

ATGCTTCCGGACTGGGACATGTTCCACTCCCTCCACCCGGCCGGCGAGTACCATGGCTCGAC

CCGTGCGATCAGCGGCGGCCCTGTCTATGTCAGTGATGCCCCCGGCAAGCACGACTTCGAGC

TGCTGAAGAAGATCGTCTTGCCGGACGGCTCCGTGCTCCGTGCGCGTCTGCCTGGAAGGCCG

ACCAAGGACTGCCTGTTCACCGACCCGGCACGTGACGGTGTCAGCTTGCTCAAGATATGGAA

CATGAACAAGTTCACCGGCGTCCTCGGCGTGTACAACTGCCAGGGCGCGGCGTGGAGCTTCG

CGGAGAAGAAGACCGTGTTCCACCCGGCCGGCGCCGACGCCCTGACCTGCGGCGTCAGGGG

CAGCGACGTCCACCTCATCTCCGAGGCCGCGACGGACGCTGAGTGGAACGGCGACTGCGCC

GTGTACCGCCATGCCAGTGGCGACCTTGTCGTCCTCCCCAACGGCGTGGCACTGTCCGTCTC

CCTCAAGGTCCTCGAGCAAGACATCCTCACCGTCTCGCCGGTCAAGGAGTTGGCACCCGGGT

TCAGGTTCGCTCCGATCGGGCTCGTCGACATGTTCAACAGCGGCGCGGCGGTGGAAGGCCTG

ACGTACCACCTCCTCGACGGCGCAAAGCTGCTCGGCGACGACGGGTCCGCTTATAGCTCGGA

TGCCACCAGATTGGTGTGCGTGGAAGTGAGGGGGTGTGGCAGGTTCGGTGCCTACTCCTCGG

CCAGGCCAAGGAGATGTTTGCTGGGCTCTGCGCAGCTGGAGTTCACCTATGATTCTTCCTCC

GGCCTTGTTGTTCTGCAGCTGGAGGCGATGCCCAAGGAGAGGGTTCACAGGATTGTCATTGA

GCTGTAG 
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>ScRFS2_Proteína 

MTITSSVKLAGGTLSVCGQAILSGVPAAVAASSAAAVRAVDGVFLEADLAESAARHVVSLGALR

DVRFMACFRSKLWWMSQRMGDKGGDVPHETQFLLVESRGAGGSGEDAAYVVFLPLVEGAFRA

SLQGGAGDELELCVESGDADTRAASFERALFVGAAESDPFAAIAGAVAAAKSAIKTFRVRAEKK

LPGIVDYFGWCTWDAFYQDVTQEGVEAGLRSLVAGGAPPKFVIIDDGWQSVGTDQPNPDDPAG

EAKQPRLPRLTGIRENSKFQRHDDPAAGIRTVVRAAKEEYGLKYVFVWHAITGYWGGVRPGAA

GTEQYLSSMQFPKISPGVAENDPGMKTDWITAQGVGLMHPRAVYRFYDDQHAYLAAAGVDGV

KVDEQCILETLGAGHGGRAQLTRQYHQALDASVAKNFPENGIIACMSHNTDALYCSKQTAVVR

ASDDFFPRDPASHTVHIAAVAYNSVFLGEFMLPDWDMFHSLHPAGEYHGSTRAISGGPVYVSDA

PGKHDFELLKKIVLPDGSVLRARLPGRPTKDCLFTDPARDGVSLLKIWNMNKFTGVLGVYNCQG

AAWSFAEKKTVFHPAGADALTCGVRGSDVHLISEAATDAEWNGDCAVYRHASGDLVVLPNGV

ALSVSLKVLEQDILTVSPVKELAPGFRFAPIGLVDMFNSGAAVEGLTYHLLDGAKLLGDDGSAYS

SDATRLVCVEVRGCGRFGAYSSARPRRCLLGSAQLEFTYDSSSGLVVLQLEAMPKERVHRIVIEL 
 

>ScRFS3_ Sequência Codificante 

ATGACGATCTCCTCGTCCGTCAAGCTCGCCGGCGGCACTCTGTCGGTGTGCGGGCGGACGGT

GCAGTCCGGGGTGCCGGACGCGGTGGTGGCCTCGTCGGCGGCGGCGGGGGGAGCGGTCGAC

GGGGTCTTCATCGGAGCCGACTTCGCCGCGCCGGCCGCCCGGCACGTCGTCTCCCTCGGCGA

CCTCAGGGGCGTGCGGTTCATGGCGTGCTTCCGGTTCAAGCTCTGGTGGATGGCGCAGCGAA

TGGGGGAGAATGGCGGCGACGTCCCGCGCGAGACCCAGTTCCTGCTCGTCGAGTCCAAGGG

CGCCGCCGGCGACAAGGCCGCGGTGGCGTACGTCGTGTTCCTGCCCCTCGTCGAGGGCGCGT

TCCGTGCCAGCCTCCAGGGCGGCGAGGGTGACACGCTCGAGCTCTGCGTCGAGAGCGGGGA

CACCGACACGCGCGCGGCGTCCTTCGAGCGCGCGCTCTTCGTGGGCGCCGCGGAGTCCGACC

CCTTCGCGGCCATCTCCGGCGCCGTCGCCACCGCCAAGTCCGCGCTCAGGACGTTCCGGGTC

CGCGCCGAGAAGAAGCTCCCGGGCATCGTCGACTACTTCGGCTGGTGCACCTGGGACGCCTT

CTACCAGGACGTCACCCAGGAGGGCGTCGAGGCCGGGCTCCGCAGCCTCATCGCCGGCGGC

GCGCCGCCCAAGTTCGTCATCATCGACGACGGCTGGCAGTCCGTCGGCACCGACAAGTCCGC

CGCCACCGAGACCGACGAACCTGCCGGAGAGGACAAGCCGCCGCTTCTGTCTCGACTCACC

GGCATCAAGGAGAACAGCAAGTTCCAGGACGTGGACGACCCGGCCGCCGGCATCAGGACGG

TGGTGCGCGCGGCGAAGGAGAAGTACGGGCTCAAGTACGTCTACGTGTGGCACGCGATCAC

CGGCTACTGGGGCGGCGTTCGGCCCGGCGAGCCCGGGACGGAGCACTACCGCTCCAGCATG

CAGTTCCCCAAGGTCTCGCCGGGCGTCATGGAGAACGAGCCCGGCATGAAGACCGACGTGC

TCACCGTGCAGGGTCTCGGCCTCGTGCACCCGCGCGCCGTGTACCGCTTCTACGACGAGCTC

CACGCGTATCTCGCGGCTGCCGGAGTCGACGGCGTCAAGGTGGACGTGCAGTGCATCCTGG

AGACGCTCGGCGCCGGCCACGGCGGCCGCGTGCAGCTCACCAGGCAGTACCACCAGGCGCT

CGACGCCTCCATCGCCAAGAACTTCCCGGAGAACGGCATCATCGCCTGCATGAGCCACAAC

ACCGACGCCCTCTACTGCTCCAAGCAGACGGCGGTGGTGAGGGCGTCGGACGATTTCTACCC

CAGGGACCCCGTGTCGCACACGATCCATATCACCTCGGTGGCATACAACAGCGTGTTCCTCG

GCGAGTTCATGCTCCCGGACTGGGACATGTTCCACTCGCTCCACCAGGCCGGCGACTACCAC
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GGCTCGGCCCGCGCGATCAGCGGAGGCCCGGTCTACGTCAGTGATGCACCCGGGAAGCACA

ACTTCGAGCTGCTCAAGAAGATTGTCTTGCCCGACGGCTCCATTCTTCGCGCTCGTTTGCCAG

GCCGGCCGACCAAGGATTGCCTGTTCACCGACCCGGCACGCGACGGCGTCAGCCTGCTCAA

GATATGGAACATGAACAAGTTCACCGGCGTGCTCGGCGTGTACAACTGCCAGGGCGCGGCG

TGGAGCTCCGTGGAGAAGAAGAACACCTTCCACCATACCGGCACCGAGGCCCTGACCTGCG

GCGTCAAGGGCAGCGACGTCCACCTCATCTCCGAGGCCGCGACGGACCCCGAATGGAACGG

CGACTGCGCCCTGTACCGACATGCCGGTGGCGACCTCGTCGTCCTCCCGTGCGGCGCGGCGT

TGCCCGTCTCTCTCAAGGTCCTCGAACATGACATCCTCACCGTGTCACCCATCAAGGACTTG

GCACCTGGTGTCAGGTTTGCCCCGATCGGGCTGGTCGACATGTTCAATAGCGGTGGGGCTGT

GGAAGGCCTGACCTACCACCTCCTCGGCGGCGCAAAGCTGCTCGACGGCGGTAACGGTTCC

GCTTCGGTTTCCGAGGCTGTCGGGTTGGTGTGCATGGAGGTGAAGGGCTGTGGAAGGGCTGG

TGATTCTTTAGCTGGAGAAGATGCCCAAGGAGAGGGTTCACAAGATTGTTATTGA 

 

>ScRFS3_ Proteína 

MTISSSVKLAGGTLSVCGRTVQSGVPDAVVASSAAAGGAVDGVFIGADFAAPAARHVVSLGDL

RGVRFMACFRFKLWWMAQRMGENGGDVPRETQFLLVESKGAAGDKAAVAYVVFLPLVEGAF

RASLQGGEGDTLELCVESGDTDTRAASFERALFVGAAESDPFAAISGAVATAKSALRTFRVRAE

KKLPGIVDYFGWCTWDAFYQDVTQEGVEAGLRSLIAGGAPPKFVIIDDGWQSVGTDKSAATETD

EPAGEDKPPLLSRLTGIKENSKFQDVDDPAAGIRTVVRAAKEKYGLKYVYVWHAITGYWGGVR

PGEPGTEHYRSSMQFPKVSPGVMENEPGMKTDVLTVQGLGLVHPRAVYRFYDELHAYLAAAG

VDGVKVDVQCILETLGAGHGGRVQLTRQYHQALDASIAKNFPENGIIACMSHNTDALYCSKQTA

VVRASDDFYPRDPVSHTIHITSVAYNSVFLGEFMLPDWDMFHSLHQAGDYHGSARAISGGPVYV

SDAPGKHNFELLKKIVLPDGSILRARLPGRPTKDCLFTDPARDGVSLLKIWNMNKFTGVLGVYN

CQGAAWSSVEKKNTFHHTGTEALTCGVKGSDVHLISEAATDPEWNGDCALYRHAGGDLVVLP

CGAALPVSLKVLEHDILTVSPIKDLAPGVRFAPIGLVDMFNSGGAVEGLTYHLLGGAKLLDGGN

GSASVSEAVGLVCMEVKGCGRAGDSLAGEDAQGEGSQDCY 

 

Anexo IV – Sequência do gene de Estaquiose Sintase em cana-de-açúcar 

 

>ScSTS1_Sequência Codificante 
ATGGCTCCCAACCTCAGCAAGACGACGCCTGCTGGCCTCCTAGGCGGCGACGAAGTGGCCC

CGGTGGAGGGCCTGAAGCCGTCACGGTTCACGCTCAAGGGCAAGGACCTGGCCGTGGACGG

CCACCCGTTCCTGCTGGACGTGCCGGCCAACATCCGGCTTACCCCTGCATCGACGCTCGTGC

CCGCCGCGGCCGCCCCCGCGGCGGCCGGCGACGGCAGCTTCCTCGGCTTCGACGCGGCGGC

GGCCAAGAGCCGGCACGTGGTCCCCGTCGGCAGGCTCCGTGACATTCGGTTCATGAGCATCT

TCCGCTTCAAGGTGTGGTGGACCACCCACTGGGTGGGCGACAACGGCAGGGACGTGGAGAA

CGAGACGCAGATGATGGTGCTCGACCGCTCCGAGTCCGGCAGCGGCGGCGGGCGTCCCTAC

GTGCTGCTGCTCCCCATCATCGAGGGCTCGTTCCGGGCCTGCCTGGAGGCCGGGAAGGCGGA

CGACTACGTGGACCTGTGCGTGGAGAGCGGGTCCTCGTCCGTGCGCGGCGCCGCGTTCCGGA
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GCGCTCTGTACCTGCACGCCGGCGACGACCCGTTCGAGCTCGTCGCGGACGCCGTCAGGGTG

GTCCGCGCGCACCTGGGCACGTTCCGGACCATGGACGAGAAGACGCCGCCGCCGATCGTGG

ACAAGGGTGTGGGAGGCGTGCGCCGCCTGGCGGAGGGCGGGTGCCCGCCGGGGCTGGTGCT

CATCGACGACGGCTGGCAGTCCATCTGCCACGACGAGGACGACCCGGCCAGCGGCGAGGAA

GGCATGAACCGCACCTCCGCCGGCGAGCAGATGCCGTGCCGGCTCATCAAGTTCCAGGAGA

ACCACAAGTTCAGGGAGTACAAGCAGGGCGGGATGGGCGCGTTCGTGCGGGAGATGAAGGC

GGCGTTCCCGACCGTGGAGCAGGTGTACGTGTGGCACGCGCTGTGCGGGTACTGGGGCGCCT

CCGCCCCGGCGCGCCCGGCCTGCCGCCGGCCAAGGTGGTGGCGCCCAAGCTATCCCCGGGA

CTGCAGCGCACCATGGAGGACCTCGCTGTCGACAAGATCGTCAACAACGGCGTCGCCTCGTC

GACCCCAAGCGCGCGCACGAGCTCTACGAGGGCTTGCACTCCCACCTCCAGCCTCCGGCATC

GACGGCGTCAAGGTCGACGTCATTCACTTGCTGGAGATGCTGTGCGAGGAGTACGGCGGCC

GCGTTGAGCTCGCCAAGGCCTACTTCGCCGGTCTGACGGCGTCGGTGCGTCGGCACTTCGGC

GGCAACGGCGTGATCGCGAGCATGGAGCACTGCAACGACTTCATGCTGCTGGGCACGGAGG

CGGTGGCGCTGGGCCGCGTGGGCGACGACTTCTGGTGCACGGATCCCTCCGGCGACCCCAAC

GGCACCTTCTGGCTGCAGGGGTGCCACATGGTGCACTGCGCCTACAACTCGCTGTGGATGGG

CAACTTCATCCACCCGGACTGGGACATGTTCCAGTCCACGCACCCCTGCGCCGCCTTCCACG

CCGCCTCCCGCGCCGTCTCCGGCGGGCCCATCTACGTCAGCGACTCGGTGGGGCAGCACGAC

TTCGCGCTGCTCCGCCGCCTGGCGCTCCCCGACGCACCCCTGCTCAAGATCTGGAACGTGAA

CAAATGCACTGGCGTGGTGGGCGTGTTCAACTGCCAGGGCGCCGGGTGGTGCCGCGTGACC

AAGCGGACGCGCGTGCACGACGCGGCGCCGGGCACGCTGACCGGCATCGTGCGCGCCGACG

ACGTCGACGCCATAGCGCGCGTCGCCGGCGACGGCACCGACGACGACGGCGGTAACGGGTG

GGACGGCGAGGCCGTGGTGTACGCGCACCGCGCGCGGGAGCTGGTGCGGCTGCCCCGGGGC

GCCGCGCTGCCCGTGACGCTGGGCCCGCTCCAGTACGAGGTGTTCCACGTCTGCCCGCTCCG

CGCCGCCGCGCCGGGGGTGGCGTTCGCGCCCGTCGGGCTGCTCGATATGTTCAACGCCGGGG

GCGCCGTCGAGGAGTGCCGCGCCGTGGACGGCGGCGGGAAGGCCGTGGTGGCGCTCAGGGT

GCGCGGGTGCGGCCGGTTCGGCGCCTACTGCTCGCGGGAGCCGGCGAGGTGCCTGCTGGAC

TCGGCGGAAGTGGAGTTCGGCTACGACGCCGACACCGGCCTCGTGTCCGTCGACCTGCCCGT

GCCGGAGCAGGAGATGTACCGGTGGACGCTGGAGATTGTGGTCTAG 

 

>ScSTS1_Proteína 

MAPNLSKTTPAGLLGGDEVAPVEGLKPSRFTLKGKDLAVDGHPFLLDVPANIRLTPASTLVPAA

AAPAAAGDGSFLGFDAAAAKSRHVVPVGRLRDIRFMSIFRFKVWWTTHWVGDNGRDVENETQ

MMVLDRSESGSGGGRPYVLLLPIIEGSFRACLEAGKADDYVDLCVESGSSSVRGAAFRSALYLH

AGDDPFELVADAVRVVRAHLGTFRTMDEKTPPPIVDKGVGGVRRLAEGGCPPGLVLIDDGWQSI

CHDEDDPASGEEGMNRTSAGEQMPCRLIKFQENHKFREYKQGGMGAFVREMKAAFPTVEQVY

VWHALCGYWGASAPARPACRRPRWWRPSYPRDCSAPWRTSLSTRSSTTASPRRPQARARALRG

LALPPPASGIDGVKVDVIHLLEMLCEEYGGRVELAKAYFAGLTASVRRHFGGNGVIASMEHCND

FMLLGTEAVALGRVGDDFWCTDPSGDPNGTFWLQGCHMVHCAYNSLWMGNFIHPDWDMFQS

THPCAAFHAASRAVSGGPIYVSDSVGQHDFALLRRLALPDAPLLKIWNVNKCTGVVGVFNCQG

AGWCRVTKRTRVHDAAPGTLTGIVRADDVDAIARVAGDGTDDDGGNGWDGEAVVYAHRARE
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LVRLPRGAALPVTLGPLQYEVFHVCPLRAAAPGVAFAPVGLLDMFNAGGAVEECRAVDGGGKA

VVALRVRGCGRFGAYCSREPARCLLDSAEVEFGYDADTGLVSVDLPVPEQEMYRWTLEIVV 

 


