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RESUMO 

O trigo é umas das mais importantes culturas pelo fato de ser base da dieta humana 

em muitos países. A transformação genética de plantas é considerada uma importante 

ferramenta na obtenção de genótipos tolerantes aos estresses abióticos pela introdução 

de genes  envolvidos nos mecanismos de proteção celular sob condições de estresse 

hídrico.  A prolina é um  osmoprotetor que pode atuar nos diversos mecanismos para o 

aumento da tolerância ao déficit hídrico das plantas. A enzima .1-pirrolina-5-carboxilato 

sintetase (P5CS), codificada pelo gene p5cs, é considerada o passo limitante na rota de 

síntese de prolina. O estudo da estabilidade de expressão do transgene e a sua 

produtividade são fundamentais para o lançamento de variedades comerciais 

transgênicas.  Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar cinco eventos de 

transformação, por meio de análises biofísicas e índices de produção, quanto à 

tolerância ao estresse hídrico. Como resultados obtidos, na avaliação dos seguintes 

parâmetros: Conteúdo Relativo de àgua (CRA); concentrações de malondialdeído 

(MDA), índices de estabilidade de membrana (%) e quantificação de prolina. Como 

índices de produção foram quantificados: número de sementes/planta, número de 

espigas/planta, peso médio de 100 sementes/planta e peso total das sementes por planta. 

Os resultados demonstraram que plantas transgênicas responderam de modo 

diferenciado aos dois tipos de estresse aplicados (severo e parcial). As plantas dos 

eventos avaliados sob condições de estresse severo e parcial apresentaram conteúdos 

maiores de prolina (1,16x a 1,62x mais), níveis menores de MDA e consequentemente e 

os IEMs destas plantas foram maiores por demonstrarem um mecanismo mais eficiente 

de proteção das membranas celulares contra o estresse oxidativo. A percepção do 

estresse severo ocorreu a partir do 8º dia de restrição hídrica severa, enquanto que na 

restrição hídrica parcial, o início da percepção ocorreu após o 12º dia. Os resultados 

obtidos para os índices de produção foram similares entre plantas transgênicas dos 

diferentes eventos e controle estressado, o que demonstra que, embora tenha havido 

expressão do transgene (p5cs) esta maior concentração de prolina não resultou em uma 

maior produtividade das plantas.  

 

 

Palavras-chave: Trigo, déficit hídrico, prolina, tolerância, transgênicos 



 

 

ABSTRACT 

Tolerance to water deficit of events transformed wheat with gene p5cs. 

 

Wheat is one of the most important crops because the human diet is based on in many 

countries. The plant genetic transformation is considered an important tool in obtaining 

tolerant genotypes to abiotic stresses by the introduction of genes involved in 

mechanisms of cellular protection Proline is an osmoprotectant that can act in different 

mechanisms to increase the tolerance of plants. The enzyme ∆1-pyrroline-5-carboxylate 

synthetase (P5CS), encoded by the gene p5cs, is considered the limiting step in the 

proline biosynthesis. The study of the stability of transgene expression and productivity 

are critical to the commercial release of transgenic varieties. This study was conducted 

to evaluate five events through biophysical and production analysis under water stress. 

The results obtained were as the following parameters: relative water content (RWC); 

malondialdehyde contents (MDA), membrane stability index (%) and proline 

quantified. Production rates were quantified as the number of seeds per plant, number of 

ears per plant, 100 seeds average weight per plant and total weight of seeds per plant. 

The results permitted to conclude that transgenic plants’ responses were differently 

under severe and partial water stress conditions. Plants from different events under 

severe stress presented a higher content of proline (1.16x to 1.62x greater), lower levels 

of MDA and the IEMs were higher due to the fact of showing a more efficient 

mechanism of protection for cell membranes against oxidative stress. The perception of 

severe stress occurred at the 8th day of water restriction, however in partial water stress, 

the beginning of perception was after 12 days. The results obtained for production 

indexes were similar among events and stressed controls, which shows that, although 

there was expression of the transgene (p5cs) the higher amount of proline did not result 

in higher production of plants. 

 

Key-Words: Wheat, water deficit, proline, tolerance, transgenic event 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O trigo é cultivado em aproximadamente 17% das áreas cultiváveis no mundo, o que 

equivale a 200 milhões de hectares e, é uma das principais fontes de calorias e proteínas na 

dieta humana (JONES, 2005). Na safra brasileira de grãos de 2008 a área de cultivo do trigo 

foi de aproximadamente 1,81 milhões de hectares resultando em uma produção de 3,82 

milhões de toneladas. A previsão da safra 2009 é um aumento de 29,7% na área cultivada, 

passando para 2,35 milhões de hectares. 

Os estresses abióticos tais como frio, seca, salinidade, choque térmico, alagamento, 

limitam o crescimento vegetal e a produtividade de culturas de interesse agronômico 

(HMIDA-SAYARI, 2005; SLAMA et al, 2008). No século 21, a atividade industrial, o 

aumento da população  urbana e a questão ambiental reduziram a disponibilidade de água 

para a agricultura. Somado a estes fatores, as mudanças climáticas podem modificar os ciclos 

de chuvas, reduzindo a sua quantidade e tornando os processos de déficit hídrico, mais 

comuns para a agricultura (CIAIS et al., 2005). 

A ocorrência de déficit hídrico em plantas cultivadas afeta o crescimento e o 

desenvolvimento das culturas em todo o mundo. Um exemplo disso foi a queda na produção 

de grãos em junho de 2008 devido a estiagem registrada entre abril e maio de 2009 na região 

Sul e em parte do Centro-Oeste, reduziram a colheita de grãos em 377,5 mil toneladas. De 

acordo com a décima pesquisa do ciclo 2008/09, divulgada pela CONAB, a estimativa da 

produção nacional caiu para 133,78 milhões de toneladas, 7,2% em relação ao período 

anterior. 

Quando as plantas se encontram em condições de estresse hídrico, acabam ativando 

processos físico-químicos muito complexos, envolvendo desde macromoléculas biológicas e 

pequenas moléculas, tais como ácidos nucléicos (DNA, RNA, microRNAs), proteínas, 

carboidratos, lipídios , hormônios, íons, radicais livres, e elementos minerais. Os efeitos 

fisiológicos do déficit hídrico estão relacionados com os efeitos causados por outros estresses 

abióticos e bióticos: salinidade, altas e baixas temperaturas, acidez, alcalinidade, reações 

patogênicas, (ERDEI et al., 2002; GLOMBITZA et al.,2004). 

 O uso do melhoramento clássico para o desenvolvimento de genótipos tolerantes à 

estresses abióticos enfrenta algumas dificuldades, visto a tolerância ser uma característica de 
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baixa herdabilidade, o processo de seleção geralmente ocorre em condições não uniformes e 

apresentam alta interação genótipo x ambiente (SMITH et al., 1990; KIRIGWI et al., 2004). 

Deste modo, a transgênia vem se apresentando como opção para o desenvolvimento de 

genótipos tolerantes com possibilidade de aumento de produtividade para a cultura do trigo 

(SAHRAWAT et al., 2003; JONES, 2005; PAOLI, 2007). Embora a obtenção de plantas 

transgênicas por diversas metodologias tem permitido a cultivares de trigo exibir tolerância à 

seca, estas, têm apresentado baixas performances em termos de produtividade que para o 

aspecto comercial da triticultura se tornam inviáveis (ANAND et al.,2003) . 

Os estresses abióticos induzem a transcrição de genes que podem ser amplamente 

classificados em dois grupos: aqueles que dão proteção e aqueles que regulam o sinal de 

transdução e expressão gênica associados com outros processos (SHINOZAKI & 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000). O primeiro grupo de produtos gênicos está envolvido 

na proteção celular incluindo osmoprotetores, reciclagem de proteínas, modificações na 

membrana e proteína detoxificadoras (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997; 

MOLINARI, 2006; YOSHIDA et al.,2008). 

O segundo grupo inclui os genes regulatórios, tais como as moléculas sinalizadoras e 

fatores de transcrição, levando à expressão de genes estresse-induzidos e portanto, tem um 

papel fundamental na resposta ao estresse (SEKI et al., 2003). Dentre os mecanismos de 

tolerância ao déficit hídrico, destaca-se a osmorregulação, a qual inclui um aumento líquido 

na concentração de solutos nas células. O acúmulo de osmólitos compatíveis durante o 

estresse e entre estes, o da prolina é bem documentado (KISHOR et al., 2005, 

MOLINARI et al.,2006; VENDRUSCULO et AL., 2007). 

Recentes estudos têm demonstrado que a manipulação genética de genes 

responsáveis pela biossíntese de metabólitos de baixo peso molecular tem conferido às 

plantas uma maior tolerância à seca e à salinidade (HANDA  et al., 1986, CAMARA et 

al., 2000, ZHU et al., 2004; MOLINARI et al., 2004). Já foram realizados experimentos com 

resultados significativos para plantas transformadas, que demonstraram tolerância ao déficit  

hídrico como: Plantas transgênicas de tabaco, que superexpressaram o gene p5cs, aumentaram 

a tolerância ao estresse hídrico e salino (KISHOR et al., 1995). 

Escassos trabalhos relatando a performance de gerações avançadas de eventos 

transgênicos são encontrados na literatura, sendo assim o estudo da estabilidade de expressão 

do transgene e a sua produtividade são fundamentais para o lançamento de variedades 

comercias  transgênicas, principalmente quando o sistema de transformação genético usado 

foi a biobalística, que se caracteriza por inserir fragmentos gênicos sem o controle do número 
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e da posição de inserção no genoma. (MLYNOROWA et al., 1996; ULKER et al., 1999; 

ANAND et al, 2003). 

Neste contexto ao longo deste trabalho foram realizados análises fisiológicas para a 

verificação do comportamento do transgene na sua geração T3 mediante a aplicação de 

estresse hídrico severo e moderado,  para fins de obtenção de dados científicos que posam a 

vir contribuir de forma significativa para futuras pesquisas envolvendo biotecnologias e 

manipulação de genes.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Trigo 

 

O trigo (Triticum aestivum L.) surgiu a mais de 10.000 anos na região da 

Mesopotâmia, chamada crescente fértil. O trigo esta atualmente entre as espécies mais 

cultivadas, da qual são conhecidas mais de 17 mil variedades (FORNASIERI 2008). 

O trigo é originário de clima frio, entretanto com a intervenção do homem atuando no 

melhoramento e adaptação de cultivares a variações fototérmicas, a cultura tem sido 

explorada nas mais diversas regiões do mundo. 

As maiores áreas semeadas com o trigo e as maiores produções deste cereal 

encontram-se entre o Trópico de Câncer e o paralelo 60º N, e entre o Trópico de Capricórnio e 

o Paralelo 40º S, regiões de clima temperado a frio. Nas regiões de clima tropical e 

subtropical, as altitudes mais elevadas compensam, em parte, as maiores temperaturas, 

contribuindo assim para melhor adaptação da cultura, uma vez que ocorrências térmicas 

baixas são mais benéficas, principalmente na fase vegetativa. Nas zonas de clima tropical, o 

México, Colômbia, Peru, Bolívia e parte do Brasil possuem produções de significância 

econômica (EMBRAPA, 2004). 

No Brasil a cultura esta distribuída entre os paralelos de 32º S e 12º S, abrangendo os 

estados do Rio Grande do Sul, Paraná, São Paulo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Santa 

Catarina, Distrito Federal, Goiás e em escala experimental Mato Grosso e Bahia. 

O trigo é uma angiosperma da classe das Liliopsidas, pertencente à ordem Poales, 

família Poaceae e ao gênero Triticum. Este gênero é constituído de um grande número de 

espécies, das quais se encontram em estado silvestre, enquanto outras somente são conhecidas 

em estado de cultivo. As espécies podem ser divididas em três grupos de acordo com o 

numero de cromossomos: as diplóides possuem 14 cromossomos, as tetraplóides com 28 

cromossomos e as hexaplóides com 42 cromosomos. As espécies diplóides são quase todas 

silvestres, tais como T. urartu Tum., T boeoticum Boiss., T. monococcum L. e T. sinskajae A 

Filat & Kurk. 

A partir de um cruzamento natural entre uma espécie diplóide de trigo 

(T.monococcum) e uma poaceae silvestre, também diplóide, Aegilops speltoides, originou-se 

um produto diplóide que, após sofrer duplicação cromossômica natural, deu origem ao T 
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turgidum L. e outras espécies tetraplóides: T dicoccoides (Korn.) Schweinf., T dicoccum 

(Schavank) Schubl., T karamyschevii Nevski, T jakubzineu Udacz & Schachm., T. polonucum 

L., T. ispahanicum Heslot, T durum Desf., T aesthiopicum Jakubz., T. turanicum Jakubz., T. 

araraticum Jakubz e T. timopheevi (Zhuk.) Zhuk. (SOBRINHO & SOUZA, 1983) 

Existem diversos usos para o trigo. As farinhas obtidas pela moagem dos grãos são 

classificadas em 3 tipos principais: 1. trigo de panificação quase exclusivamente obtido de 

Triticum aestivum e participando com 90% da produção mundial. 2. trigo de macarrão, obtido 

de Triticum durum e representando 5% da produção mundial e 3. demais tipos com os retantes 

5% da produção mundial (CALDEIRA et al., 2000). 

No Brasil, a espécie predominante cultivada é a T. aestivum L., mas o trigo duro 

(Triticum durum) começa a ser cultivado em alguns estados do Brasil, como Santa Catarina e 

Rio Grande do Sul ( EMBRAPA, 2004). 

2.2 Impactos Econômicos dos Estresses Abióticos sobre a Cultura do Trigo  

 

O Brasil, apesar da sua vasta extensão territorial tem sido o detentor da primeira 

posição entre os países com maiores importações de trigo, com o Egito em segundo e o Japão 

em terceiro (CONAB, 2008). No Brasil a produção anual fica entre 5 a 6 milhões de toneladas 

e a região sul do país responsável por 90% dessa produção. O consumo anual do país é de 10 

milhões de toneladas (EMBRAPA TRIGO, 2009) sendo assim o Brasil demonstra 

dependência para a complementação de seu consumo, chegando a importar no ano de 2006, 7 

milhões de toneladas  segundo dados do CONAB.  

Na safra 2008/2009  foram colhidas 3,8 milhões de toneladas de trigo, sendo que este 

montante representa apenas 37% do consumo anual (CONAB, 2009). Estes valores são baixos 

quando comparados com a média de produtividade de outros países como os da União 

Européia (5,3 toneladas/ha). A baixa produção do trigo no Brasil deve-se a diversos fatores 

como medidas políticas-econômicas que desestimulam a produção nacional, preços mínimos 

não vantajosos para o produtor; custos mais elevados de produção visto as condições 

climáticas propícias para o aparecimento de doenças e a ocorrência de maior número de 

veranicos nas fases de plantio, espigamento e de geadas na fase de emborrachamento e 

florescimento.  

Pode-se afirmar que o abastecimento mundial de trigo, como o de outros alimentos, 

esta altamente dependente do clima. Estudos econômicos dos danos causados pelos estresses 

abióticos são escassos na literatura, em virtude da sazonalidade com que ocorrem e o fato de 
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ocorrerem associados, como exemplo, seca e infestação de pragas, geadas e alagamentos etc, 

o que dificulta a real contabilização do dano econômico associado ao fator estressante 

específico. O Ministério do Planejamento, Orçamento e Gestão do Governo Federal aponta a 

ocorrência de seca como o principal evento de perdas em culturas (17% dos casos) 

(GOPFERT, 1993). 

No Paraná, estima-se que as perdas por estresses abióticos (seca e geadas, e 

combinadas) para a cultura de trigo no ano 2000 foram de 64,5%; no ano 2001 de 5,1% ; no 

ano 2002 de 32% (CONAB, 2008) e 16% na safra de 2008/2009 , devido a estiagem no início 

do ciclo do trigo no Paraná (IBGE, 2009). 

As perdas são também, agravadas pela redução na qualidade dos grãos decorrentes dos 

estresses, onerando ainda mais o triticultor (HUBNER, 2003). 

 

2.3 Fisiologia do Estresse 

 

Estresses são geralmente definidos como fatores externos que exercem influência 

desvantajosas na planta. Na maioria dos casos, o estresse é avaliado em relação à 

sobrevivência da planta, crescimento (biomassa) ou aos processos primários de assimilação 

(absorção de CO2 e minerais) que estão relacionados com o desenvolvimento completo (TAIZ 

& ZEIGER, 2004). 

Segundo KANASHIRO et al, (2009) o estresse abiótico é o principal fator limitante 

para o crescimento da planta e produção de alimentos em muitas regiões do mundo e seus 

efeitos tornam-se mais graves. Entre as pressões ambientais, a seca tem o maior efeito na 

agricultura no mundo inteiro, afetando mais de um quinto das áreas tropicais e subtropicais. 

Sendo assim, a seca e as baixas temperaturas são as que mais afetam o crescimento e o 

desenvolvimento vegetal. As plantas respondem ao déficit hídrico com um número diverso de 

mudanças fisiológicas e desenvolvimentais (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 

2000). As respostas moleculares e celulares aos estresses têm sido analisadas extensivamente 

sob o ponto de vista do acúmulo de diversos tipos de proteínas (ÍBA, 2002; THOMASHOW, 

1998; GUY et al., 1990; MENESES et al., 2006), açúcares (TABAEI-AGHDADEI et al., 

2003); prolina ( KISHOR et al., 1995; PARVANOVA et al., 2004; SAÍRAM et al., 2002; 

MENESES et al., 2006; BHATNAGAR-MATHUR et al.,2009); glicinabetaína 

(HOLMSTROM et al., 2000; CHEN & MURATA,2002; MENESES et al., 2006). 
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Muitos genes são induzidos pelo estresse devido à seca. Este comportamento sugere a 

existência de vários mecanismos celulares e moleculares que vão desde a percepção do 

estresse até a expressão gênica.  

2.4 Principais Efeitos do Déficit Hídrico no Trigo 

 

A deficiência hídrica é conseqüência de um período continuo ou transitório de seca, 

que provoca a redução no crescimento das plantas devido à redução do potencial osmótico da 

planta, da condutância estomática, da fotossíntese e da assimilação de nitrogênio pela planta 

(RODRIGUES et al., 1998, TAIZ & ZEIGER, 2004, REDDY et al., 2004). 

O principal estádio de desenvolvimento no qual a deficiência hídrica causa maior 

redução floral é o período até o desenvolvimento da inflorescencia, antese, fertilização e 

formação de grãos (BOLANOS  & EDMEADES, 1993; RODRIGUES et al.,1998). 

A deficiência hídrica também afeta o padrão de afilhamento da planta de trigo, 

reduzindo o tamanho e o número de afilhos quando ocorre antes da antese e causando a morte 

dos afilhos quando ocorre após a antese (LIMIN & FOWLER, 2000). 

A redução na área foliar também é observada na cultura do trigo, podendo ter reflexo 

negativos ou positivos no rendimento de grãos, uma vez que a área folhar influencia na 

eficiência do uso de água pela planta (RODRIGUES et al., 1998). A redução do número de 

grãos por espiga é o fator mais associado à redução ao rendimento de grãos (CATTIVELLI et 

al., 2008). 

O déficit hídrico pode causar a redução da produtividade pelo fato de causar redução 

na expansão celular, levando a um baixo desenvolvimento de meristemas primários, entre eles 

aqueles que formam as inflorescências (NAN et al., 2002; CATTIVELLI et al., 2008). 

BOYER & WESTGATE, (2004) observaram que a meiose, a antese e a fertilidade masculina 

e feminina são também extremamente susceptíveis à seca e a sua falha afeta diretamente o 

número de grãos na espiga levando sérias perdas na produtividade. O déficit hídrico pode 

levar também a um florescimento precoce. Este fato, possivelmente esta associado à ação do 

hormônio ácido abscísico (ABA), levaria a um reduzido enchimento de grãos (grãos chochos) 

(RODRIGUES et al., 1998; FORNASIERI , 2008).  
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2.5 Osmoprotetores 

 

As plantas têm desenvolvido vários mecanismos de proteção que permitem uma 

adaptação a ambientes desfavoráveis para garantir a sobrevivência. Um destes mecanismos 

que é presente na maioria das plantas é o acúmulo de certos metabólitos orgânicos de baixo 

peso molecular que são conhecidos coletivamente como solutos compatíveis (SAKAMOTO 

& MURATA, 2000;).  

Existe um aumento na concentração de solutos em plantas que são submetidas à algum 

tipo de  estresse. Estes solutos acabam desempenhando papel fundamental no equilíbrio 

osmótico e na proteção de enzimas na presença de elevados concentrações de eletrólitos 

(GREENWAY & MUNNS, 1980). 

Os metabólitos que atuam como solutos compatíveis diferem entre as espécies 

vegetais e incluem polióis/açúcares, aminoácidos e derivados, compostos terciários de sulfato 

(3-dimetilsulfoniopropionato DMSP) e compostos quaternários de amônio (glicina betaína, 

prolina-betaína, b-alanina betaína e cholina-O-sulfato) (FLOWERS et al, 2000). Os 

compostos quaternários de amônio e DMSP são derivados de precursores de aminoácidos 

(YANCEY, 1994). 

Os osmólitos compatíveis compartilham a propriedade de permanecerem invariáveis 

em pH neutro e serem altamente solúveis em água (BALLANTYNE & CHAMBERLIN, 

1994; PARIDA et al.,2008). Além disso, em altas concentrações, tem pequeno ou nenhum 

efeito sobre a interação de macromoléculas solventes (YANCEY, 1994). Estes compostos têm 

papel fundamental no ajustamento osmótico do citoplasma da planta durante a resposta ao 

estresse osmótico (WYN JONES et al., 1977; MORAIS et al., 2006; JALEEL et al., 2007).  

O acúmulo de osmólitos em plantas tem sido utilizado como parâmetro para seleção 

nos programas tradicionais de melhoramento de plantas para aumento de produtividade em 

ambiente com deficiência hídrica (BELLHASSEM et al., 1995; ZHANG et al., 1999; 

CLAUSSEN, 2005). 

 Estes compostos têm como objetivo servir de osmólitos orgânicos com propriedades 

compatíveis a altas concentrações, que aumentam a capacidade das células vegetais de reter 

água sem interferir no metabolismo normal celular, agindo como osmoprotetores. Aliada a 

esta propriedade, em altas concentrações, não possuem quase efeito sobre a interação de 

macromoléculas solventes, sendo não-tóxicos (TIMASHEFF, 1993; YANCEY, 1994), 

diferente dos íons orgânicos que entram prontamente na esfera de hidratação de proteínas, 

favorecendo seu desdobramento. Os osmólitos compatíveis tendem a serem excluídos da 
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esfera de hidratação das proteínas e estabilizam a estrutura de proteínas e protegem contra a 

ação de radicais livres (LOW, 1985; NUCCIO et al., 1999). 

Estes compostos têm papel fundamental no ajustamento osmótico do citoplasma da 

planta durante a resposta ao estresse osmótico (WYN JONES et al., 1977; JALEEL, 2007). 

O acúmulo de osmólitos em células de plantas resulta em um decréscimo do potencial 

osmótico e também na manutenção da absorção de água e pressão de turgor da célula, o que 

contribui para a manutenção dos processos fisiológicos, como abertura estomática, 

fotossíntese e crescimento da planta (BLUM, 1996).  

 

2.6 Papel da Prolina Durante o Estresse 

 

Uma das  comuns respostas de plantas submetidos ao déficit hídrico é a produção e/ou 

acúmulo dos chamados osmólitos compatíveis (PARIDA et al.,2008). 

A prolina pode estar relacionada a diferentes tipos de estresse, como por exemplo, no 

estresse salino e hídrico, por se tratar de um osmorregulador. Vários autores demonstraram 

que dentre os solutos orgânicos que são acumulados no citoplasma mediante o estresse, a 

presença significativa de prolina é observada, com a correlação positiva entre o acúmulo de 

prolina e a tolerância ao estresse salino (SILVA-ORTEGA et al., 2007), tanto em cultivo in 

vitro (CAMARA et al., 1998), como naqueles envolvendo a planta inteira, servindo até de 

critério de seleção de cultivares submetidas a condições estressantes (ASHRAF  & 

FOOLAD,2007). 

A prolina é um osmólito compatível, não carregado em pH neutro e altamente solúvel 

em água. Em grandes concentrações tem pequeno ou quase nenhum efeito nas interações 

entre macromoléculas e solventes (KISHOR et al., 2005). 

O acúmulo de prolina tem sido estudado em muitas espécies sujeitas a estresses 

hiperosmóticos por mais de 45 anos (SERRAJ & SINCLAIR, 2002; KISHOR et al., 2005; 

OZDEN et al.,2008). Altos níveis de prolina acumulados em diferentes espécies vegetais 

submetidas a condições estressantes tais como salinidade, déficit hídrico e baixas 

temperaturas têm sido relatados na literatura (ZHANG et al., 1995; ZHU et al., 1998; 

PARVANOVA et al., 2004; PARIDA et al., 2008; DORFFLING et al., 2008; OZDEN et al., 

2008).  

Diversas funções tem sido atribuídas à este aminoácido: a prolina parece estar 

relacionada com o ajustamento osmótico, visto que o acúmulo de osmólitos compatíveis 
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aumentam a osmomolaridade celular permitindo a entrada de água na célula e reduzindo a sua 

saída (SU & WU, 2004; MAIA et al., 2007). A estabilização de membranas e estruturas 

subcelulares (VANRENSBURG et al., 1993; SILVA-ORTEGA et al., 2007); proteção contra 

radicais livres ou espécies reativas de oxigênio (SMIRNOFF & CUMBES, 1989; MATYSIK 

et al., 2002); proteção de enzimas contra desnaturação e regulação da acidez citosólica pela 

manutenção da relação NADP+/NADPH (VENEKAMP et al., 1989; ALIA, 1993; HARE & 

CRESS, 1997); aumento da capacidade de solvatação das moléculas (BELLINGER et al., 

1987); aceleração do catabolismo da glicose (RONDE et al.,2004) e como uma fonte de 

carbono e nitrogênio usadas na recuperação pós-estresse (SILVA-ORTEGA, et al., 2007). O 

papel da prolina durante o processo de recuperação deve ser significante já que ela 

proporciona um rápido fornecimento de energia e recicla nitrogênio para a célula. 

Em nódulos de raízes, a prolina fornece energia para o ciclo das pentoses e para os 

bacteróides (FUKUTAKU & YAMADA, 1984; KOHL et al., 1988). Recentemente, OZDEN 

et al. (2008) sugeriram que a prolina pode estar associada com a redução na difusão do H2O2 e 

com isto reduzir danos do estresse oxidativo que ocorre concomitantemente com o  déficit 

hídrico. 

2.7 Biossíntese de Prolina 

 

O aminoácido L-prolina, na sua forma pura, apresenta-se como uma substancia incolor, 

altamente solúvel em água, medianamente solúvel em álcoois, razoavelmente em benzeno e 

acetona e insolúvel em outros compostos (MILNER-WHITE et al., 1982). 

Em plantas, o aminoácido prolina é sintetizado a partir de glutamato via ∆1-pirrolina-5-

carboxilato (P5C) por duas  sucessivas reduções (Figura1), as quais são catalisadas pelas 

enzimas P5C sintetase (P5CS) e P5C redutase (P5CR) (HARE et al., 1999) ou 

alternativamente a partir da ornitina pela enzima ornitina δ-aminotransferase-OAT 

(ROOSENS et al., 1998; LUTTS et al., 1999; SILVA -ORTEGA et al, 2007). 
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Figura 1: Via metabólica de biossíntese de prolina em bactérias (A) e plantas superiores (B) 

(Via Glutamato),GSA- Ácido glutâmico semi-aldeído; P5C- ∆1-pirrolina-5-
carboxilato; P5CS- P5C sintetase; P5CR- P5C redutase; ProDH-prolina desidrogenase; 
P5CDH- P5C desidrogenase. 

 

A enzima ∆1-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) foi a primeira a ser identificada e 

caracterizada em muitas espécies de plantas (LAROSA et al., 1991). A P5CR pode ser 

encontrada nos cloroplastos (RAYAPATI et al., 1989) e no citosol (SZOKE et al., 1992). As 

diferentes localizações da enzima P5CR indicam que a prolina pode ser sintetizada em 

diferentes compartimentos celulares, como no citosol e estroma de cloroplastos, via Fd-

GOGAT (glutamato sintase ferrodoxina dependente)( Figura 2) (DIAZ et al., 1999).  
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Figura 2. Compartimentos celulares envolvidos no metabolismo de prolina em 
                            plantas (DÍAZ et al., 1999). 

 

O cDNA de P5CR de soja, quando superexpresso em tabaco, não resultou em um 

aumento significativo nos níveis de prolina em plantas transgênicas, apesar de um aumento de 

100x na atividade da enzima comparado ao controle (SZOKE et al., 1992).Deste modo, a 

P5CR não se mostrou como o passo limitante no acúmulo de prolina em plantas superiores 

(LAROSA et al., 1991; DELAUNEY & VERMA, 1993). 

A partir de uma biblioteca de cDNA de Vigna aconitifolia, foi encontrado e 

caracterizado o gene da enzima bifuncional ∆1-pirrolina-5-carboxilato sintetase (p5cs), que 

apresenta ambas atividades GK e GPR (HU et al., 1992). Empregando-se mutantes 

auxotróficos de E. coli para prolina proA, proB e proBA foi possível demonstrar o 

crescimento da bactéria na ausência de prolina. A única e maior ORF (open reading frame) 

deste cDNA codifica em polipeptídeo de 73,2 kDa, o qual possui dois domínios distintos, 

exibindo 55,3% de similaridade global para GK de E. coli  e 57,9% de similaridade para GPR 

de E. coli (HU et al., 1992). A atividade GK da enzima bifuncional P5CS de Vigna 

aconotifolia é inibida por prolina (50% de inibição com 5mM de prolina). 

Esta enzima parece ser muito menos sensível por inibição por retroalimentação que o 

genótipo selvagem GK de E. coli (HU et al., 1992). Análises de Northern blot indicaram que 

o gene p5cs é induzido (particularmente em folhas) pelo tratamento de plantas de Vigna com 
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200mM de NaCl (HU et al., 1992). Déficit hídrico, salinidade e ABA induzem fortemente 

transcritos mRNA do gene p5cs em Arabidopsis (YOSHIBA et al., 1995). A expressão de 

genes para a biossíntese de prolina parece ser dependente de duas vias de transdução de 

sinais; uma ativada por aplicação exógena de ABA (Ácido Abscísico) na ausência de estresse 

e outra ativada por frio e estresse osmótico independente da aplicação exógena de ABA. 

A enzima P5CS é limitante para a síntese de prolina, sendo também sensível à inibição 

por retroalimentação. Plantas transgênicas de tabaco e algodão superexpressando o gene p5cs 

parecem ter aumentado a sua tolerância ao estresse hídrico e salino (KISHOR et al., 1995). 

PARIDA et al. (2008) observaram altos níveis de atividade das enzimas  P5CS e P5CR 

quando  genótipos de algodão foram submetidos à 14 dias de déficit hídrico. 

Contudo, os dados disponíveis parecem insuficientes para se concluir com certeza se o 

acúmulo de prolina nestas plantas contribuiu para a tolerância via ajustamento osmótico ou 

por outro mecanismo (SHARP et al., 1996; HARE & CRESS, 1997). 

 

2.8 Oxidação da Prolina 

 

A concentração de prolina envolve a indução (PENG et al., 1996) e/ou ativação de 

enzimas da biossíntese de prolina, provavelmente junto com o controle da inibição por 

retroalimentação da via de produção de prolina (PENG et al., 1996). 

O acúmulo de prolina depende da sua via de catabolismo, onde a degradação de 

prolina em plantas é catalisada por duas enzimas. 

A prolina é oxidada para P5C pela enzima prolina desidrogenase (PDH)  e  depois 

oxidado para glutamato pela enzima P5C desidrogenase ( JALEEL, et al, 2007). Estas 

enzimas estão localizadas na mitocôndria (HARE & CRESS, 1997; HARE et al., 1998). O 

gene da prolina desidrogenase de Arabidopsis mostrou ser induzível por prolina sob 

condições normais, mas fortemente reprimido em resposta ao estresse osmótico (KIYOSUE et 

al., 1996) 

A atividade das enzimas P5CS e PDH são reciprocamente reguladas em plantas, 

durante estresse e em recuperação do estresse (PENG et al., 1996). Portanto altas taxas de 

síntese e baixas de degradação resultam no acúmulo de prolina durante o estresse e o reverso 

acontece durante a recuperação do estresse. Estes resultados sugerem que o acúmulo de 

prolina por regulação das enzimas e prolina biossintética estabelece regulamentação das 

enzimas degradantes têm significativo papel na tolerância à seca (PARIDA et al., 2007). 
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2.9 Prolina e Tolerância a Estresses Abióticos 

 

A transformação genética de plantas para aumentar a tolerância aos diferentes tipos de 

estresses abióticos está baseada na introdução de genes de osmoregulação e fatores de 

transcrição de genes regulados por estresses abióticos (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 2005).  

Existem variações genotípicas na capacidade de acumular prolina, sendo que existem 

correlações entre estas alterações e os níveis de tolerância ao estresse ambiental. (MAIA et al., 

2007). 

Por este motivo, algumas estratégias utilizam a introdução de um ou vários genes 

envolvidos com as vias de sinalização e regulação ou que codificam enzimas presentes nestas 

vias levando à síntese de compostos que protegem estruturas celulares, como osmólitos e 

antioxidantes. A tentativa de superexpressar genes responsáveis pela síntese de solutos 

compatíveis em plantas transgênicas se constitui uma alternativa para aumentar a tolerância 

ao estresse em plantas geneticamente modificadas (WANG et al., 2003). 

O acúmulo de prolina parece ser uma resposta comum das plantas submetidas a 

estresses abióticos (DÍAZ et al., 1999; WAY et al., 2005; HONG-BO et al., 2006; JALLEL et 

al., 2007) e também em plantas halófitas (HMIDA-SAYARI, 2005).  

Em estudos de expressão gênica utilizando microarrays para verificar os genes 

induzidos positivamente a médio e longo período de estresse, o gene da ∆1-pirrolina-

carboxilato-sintetase (p5cs) foi um dos de maior expressão (WAY et al., 2005). 

Diversas espécies já foram transformadas com genes pertencentes a via de biossíntese 

da prolina (Tabela 1). Entre estas, o tabaco (Nicotiana tabacum) foi a primeira espécie vegetal 

transformada com o p5cs da Vigna aconitifolia utilizando o promotor 35S do vírus do 

mosaico do couve-flor. Estas plantas produziram 10 a 18 vezes mais prolina, o que resultou 

em maior tolerância ao estresse salino (KISHOR et al., 1995). A expressão do gene p5cs em 

plantas transgênicas causou aumento nas quantidades de prolina em tecidos foliares, em até 

cinco vezes, quando comparadas às plantas-controle (CARNEIRO et al., 2006). As plantas 

transgênicas acumularam maior quantidade de NH4
+ nas folhas, em relação às plantas não-

transgênicas. 

Plantas de tabaco transgênicas com o p5cs foram mais tolerantes à baixas temperaturas 

e apresentaram maior biomassa (KONSTANTINOVA et al., 2002). Plantas de tabaco 
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transgênicas expressando o p5cs (Vigna aconitifolia) e o gene p5cs mutado (p5csf129a), cuja 

mutação sítio-dirigida removeu o feedback da regulação da prolina, foram comparados. As 

plantas com a forma p5csf129a acumularam cerca de 2 vezes mais prolina que a forma 

original (Vap5cs -Vigna aconitifolia). Nas plantas com superexpressão do p5cs e 

consequentemente superprodução de prolina, tiveram significantemente maior tolerância ao 

estresse salino, isto é, concentrações maiores que 200mM de NaCl (ZHANG et al.,1999; 

HONG et al., 2000). 

No arroz (Oriza sativum), o gene p5cs conferiu altos níveis de tolerância a  salinidade 

(ZHU et al.,1998). Ainda na cultura do arroz, SU & WU (2004), testaram diferentes 

promotores dirigindo o gene p5cs. As plantas com o promotor estresse induzido dirigindo a 

expressão do gene p5cs obtiveram maior acúmulo de prolina, maior biomassa em condições 

de alta salinidade e déficit hídrico quando comparadas às plantas de expressão dirigida pelo 

promotor 35S.   

Plantas de citrus (C. sinesis X Poncirus trifoliata) transformadas com o gene p5cs 

acumularam altos níveis de prolina e foram tolerantes a falta de água por cerca de 24 dias 

(MOLINARI et al., 2004). 

No trigo (Triticum aestivum L.), o p5cs foi introduzido utilizando  Agrobacterium via 

pólen e as plantas apresentaram um aumento na tolerância ao estresse salino (SAWAHEL & 

HASSAN, 2002). VENDRUSCOLO et al (2007) observaram que plantas transgênicas de 

trigo, com o gene p5cs, mas dirigido por um promotor estresse-induzido apresentaram 

tolerância a 15 dias sob estresse hídrico severo. A mesma construção foi testada em cana de 

açúcar e os autores observaram uma tolerância de 12 dias a uma condição de falta de água 

extrema (MOLINARI et al., 2007). DIBAX, et al. transformou Eucalyptus saligna (2009) via 

Agrobacterium, e pode verificar que a quantidade de prolina acumulada na parte aérea de 

plantas transformadas apresentou ser quatro vezes superior a quantidade encontrada em 

plantas controle, evidenciando um aumento nos níveis de prolina nos tecidos foliares das 

plantas transgênicas. 

A soja transformada por TEIXEIRA (2009) demonstrou altos índices de produção de 

prolina, demonstrando menores taxas de peroxidação de lipídios melhor estabilidade de 

membrana  e diferença significativa na produção de grãos.  

HMIDA-SAYARI et al. (2005) verificaram que plantas transgênicas de batata 

(Solanum tuberosum) com o gene AtP5CS submetidas a altas concentrações de sal (180mM 

NaCl) tiveram o efeito salino atenuado no crescimento e rendimento, pela presença de prolina 

como osmoprotetor.  
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Por outro lado, alguns autores, verificaram que a alta expressão de prolina, pela 

transgenia não acarretou em aumento de tolerância ao déficit hídrico. BORGO, (2005) ao 

estudar as implicações da prolina no ajustamento osmótico em plantas submetidas ao estresse 

hídrico de tabaco, verificou que plantas contendo o p5cs e plantas controle não apresentaram 

diferenças significativas em relação ao ajustamento osmótico.  

MAGGIO et al. (1997) em cultivo de células em suspensão de cenoura 

superexpressando a prolina, não observaram efeito deste osmólito no ajustamento osmótico 

das células quando submetidas ao tratamento com PEG (Polietilenoglicol).  

 
Tabela 1-Principais espécies transformadas com genes das vias de biossíntese de prolina. 

 
 
Gene 
 

Espécie Estresse aplicado Referência 

p5cs  Tabaco Salinidade Kishor et al., 1995 
p5csf129a Tabaco Salinidade/Seca Hong et al., 2000 
p5cs Arabidopsis Seca Nanjo et al., 1999 
p5cs Arroz Salinidade/Seca Zhu et al., 1998 
p5cs Arroz Salinidade Anoop & Gupta, 2003 
p5cs Arroz Salinidade/Seca Su & Wu, 2004 
p5cs Trigo Salinidade Sawahel & Hassan,2002 
p5cs Cenoura Salinidade Han & Hwang, 2003 
p5cs Arroz Salinidade/Frio Hur et al., 2004 
p5csf129a Citrus Seca Molinari et al., 2004 
p5cs Batata Salinidade Hmida-Sayari et al.,2005 
p5csf129a Tabaco Seca Borgo et al., 2005 
p5cs Alface Frio/Salinidade Pileggi et al., 2001 
p5cs Tabaco Frio Konstantinova et al., 2002 
p5cs  Trigo Seca/Frio Vendrusculo, 2007 
p5cs  Cana de Açucar Seca Molinari et al., 2007 
p5csf129a Eucalipto Frio Dibax et al., 2009 
p5cs Soja Seca Texeira et al., 2009 
p5csf129a Grão de bico Seca Mathur et al., 2009 

 

2.10 Promotores Estresse- Induzidos 

 

Os promotores fortes e constitutivos são apropriados em transgênia, para a obtenção 

de altos níveis de expressão gênica, incluindo a expressão de genes marcadores usados na 

seleção de plantas transgênicas. Todavia, os promotores constitutivos não são desejáveis pois 

a superexpressão constitutiva do transgene, pode competir por energia e afetar a síntese de 

proteínas, RNA, etc., que normalmente são necessárias sob condições normais de crescimento 

( SU et al., 1998; BAJAJ et al., 1999). 



24 

 

  

Com os recentes avanços nos estudos dos genes relacionados aos estresses abióticos e 

bióticos, a caracterização de promotores estresse-induzidos tem aumentado (GROVER et al., 

2001). A maioria dos promotores estresse induzido contém uma sequência de elementos 

atuando em cis que são reconhecidos por fatores de transcrição específicos. Exemplos de 

promotores estresse induzidos são: hsp (heat shock protein); rd29 (induzido por estresse 

osmótico), adh (induzido por estresse anaeróbico), wcs120 (induzido pelo frio). Os níveis de 

mRNA do rd29 mudam em resposta à dessecação, baixas temperaturas, salinidade e 

exposição ao ABA (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI,1999). 

Estudos realizados em Arabidopsis isolaram dois genes rd29a e rd29b, sendo que o 

primeiro está envolvido em uma resposta ABA-dependente à seca ou déficit hídrico e o 

segundo também ABA-dependente porém, de indução mais lenta (GROVER et al., 2001). 

Outra região de ação cis-DRE (Dehydration responsive element) que é constituída de uma 

seqüência conservada de 9 bp (5’-TACCGACAT-3’) foi encontrada nos promotores de genes 

induzidos pelo frio e pelo déficit hídrico. No promotor do gene ligado à anaerobiose (adh)  

existe uma seqüência consenso (TGGTTT) denominada ARE (Anoxia response element) 

(KYOZUKA et al.,1994). 

Plantas transgênicas superexpressando o fator de transcrição DREB1A em A. thaliana 

sob o controle do promotor constitutivo CaMV 35S resultou em um retardamento severo do 

crescimento sob condições não estressantes à planta (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-

SHINOZAKI, 1999). Ao contrário da expressão do DREB1A dirigida pelo promotor rd29a, 

cujo desenvolvimento da planta foi normal, além da planta apresentar maior tolerância ao 

déficit hídrico. 

SHEN & HO (1995) observaram a obrigatoriedade da presença no complexo ABA 

responsivo (ABRC) de uma seqüência G-box ou ABRE3 GCCACGTACA e um elemento 

acoplador CE1(TGCCACCGG) para a indução por ABA. A presença de um íntron na 

expressão do gene hva22 é também obrigatória. 

Outros promotores estresse-induzidos tem sido “engenheirados” (SHEN & HO, 1995; 

SU & WU, 2004). Estudos com o promotor ABA-responsivo hva22 de cevada (Hordeum 

vulgare L.) de aproximadamente 49bp (ABRC-ABA responsive complex), ligados a um 

promotor truncado da α- amilase da cevada (Amy 64) (-60 a +57)  e  acoplados com uma 

região de 1-íntron exón -2 intron-2  do gene hva22 (hva22I) induziram  cerca de 30 vezes a 

expressão do gene uidA em um experimento com células da camada de aleurona em 

suspensão de cevada (SHEN et al., 1995). O uso de múltiplas cópias (1 e 4 cópias) da região 

ABRC originou 2 tipos de  promotores sintéticos tendo a região responsiva ao ABA (SU et 
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al., 1998). Estes promotores testados em arroz  aumentaram a expressão do gene uidA de 3 a 8 

vezes pela aplicação de ABA, déficit hídrico e  salinidade e plantas com 4 cópias do 

complexo ABA responsivo mostraram níveis de 50 a 200% a mais na expressão do gene uidA. 

A presença de apenas 1 cópia seria mais conveniente, visto que o complexo poderia responder 

a concentrações de ABA menores que 10-6M em aproximadamente 40 minutos (SHEN & HO, 

1995). 

A mesma construção acima citada foi engenheirada por ZHU et al., (1998) onde o 

complexo ABA responsivo foi ligado ao promotor mínimo da actina (ActI-100(P)) e ao íntron 

do gene hva22, formando a complexo promotor estresse induzido AIPC. Este promotor foi 

testado em arroz e expresso em muitos tipos celulares, como folhas e raízes, como também 

em camadas de aleurona, tornando-se uma excelente ferramenta para o estudo de genes 

relacionados com a tolerância aos estresses abióticos em cereais (ZHU et al., 1998; SU & WU 

, 2004). 

O promotor aipc já foi testado em três espécies: trigo (VENDRUSCOLO et al., 2007) 

e cana de açúcar (MOLINARI, 2007), e em soja (TEXEIRA, 2009)  plantas de cana e trigo 

pela presença do déficit hídrico aumentaram os níveis de prolina em duas vezes mais (trigo) e 

cinco vezes (cana) quando comparada às plantas controle. As plantas transgênicas mostraram-

se mais tolerantes ao déficit hídrico aplicado. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Material Genético 

 

O material genético utilizado para o desenvolvimento do estudo da performance dos 

eventos em gerações avançadas, foi usada a progênie T3 dos seguintes eventos  14, 164, 312, 

326 e 591, resultantes da transformação de VENDRUSCULO 2007.  

  

3.2  Análise Molecular 

3.2.1 Extração de DNA genômico 

 

Aos quarenta dias da germinação, o DNA genômico foi extraído de folhas dos 5  eventos 

e do controle segundo protocolo de DOYLE & DOYLE (1990) adaptado.  

Foram macerados cerca de 200 a 300 mg de folha em nitrogênio líquido, utilizando 

almofariz de porcelana até o tecido virar pó. O macerado foi transferido para microtubos  

eppendorf (1,5 mL) congelados, devidamente identificados com as amostras. Foram 

adicionados 800 µL de tampão de extração, e agitado suavemente no vortex. Depois foram 

incubados em banho-maria  a 65º C por 30 min. Durante a incubação os tubos foram agitados 

suavemente  a cada 10 min. Os tubos foram retirados do banho e deixados esfriar a 

temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram centrifugados por aproximadamente 10 

min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e foi adicionado 800µL de 

clorofórmio-álcool isoamílico (24:1), que foram agitados suavemente por 5 minutos até ficar 

turvo, novamente as amostras foram centrifugados por 10 min a 14.000 rpm. 

Após a transferência da fase aquosa para um novo tubo foram adicionados 750 µL de 

clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) ao sobrenadante agitando-se suavemente e 

posteriormente centrifugados por 10 min ao mesma velocidade. O sobrenadante foi 

transferido para novos tubos e precipitado com 500 µL de isopropanol gelado, deixado fora da 

geladeira a 20º C por 2 horas. Houve a centrifugação dos tubos  a  por 10 minutos. O pellet já 

visível foi lavado 2 vezes com 300 µL de etanol 70% para retirar o sal presente e 1 vez com 

etanol a 95%. Ao término, o pellet foi deixado secar em temperatura ambiente por 20 min e 
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ressuspendido em 300µL de TE (10m Trs-HCL, 1 mM EDTA, pH 8,0), contendo RNAse 

incubado em Banho-maria por 30 minutos a 37ºC na concentração final de (40 µg/ml).  

Para aumentar a concentração do DNA foi adicionado à amostra NaCl 5M na proporção 

1:10  e  500µL de isopropanol gelado para a precipitação do DNA. As amostras foram 

incubadas overnigth à 4ºC e centrifugado. O precipitado originado foi lavado com etanol 70% 

e 1 vez com etanol a 95%. Este pellet foi deixado para secar em temperatura ambiente por 20 

min e ressuspendido em 300 µL de TE.  

3.2.2 Reação em cadeia de polimerase 

 

Para comprovar a presença do gene p5cs e  gene bar  nos eventos putativamente 

transformadas T3, foi realizado uma análise por reação em cadeia de polimerase (PCR). 

Foi preparado o mix em um  microtubo de 1,5mL contendo 43.2 µL de H2O, 10.8 µL 

de MgCl2,  28.8µL de tampão 14.4µL de dNTPs, 18µL de primer R (5’ 

GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC3’) e 18µL de primer F 

(5’GTCTGCACCATCGTCAACC3’), 1.8µL de Taq polimerase. Em tubos de PCR foram 

colocados 5 µL do DNA na concentração de 75ng/µL de cada evento e 15 µL do mix. 

O programa de ciclos no termociclador para o primer bar inicia-se com a desnaturação 

no primeiro ciclo de 3 minutos a 94º C, seguido de 35 ciclos de 3 segundos a 94ºC de 

desnaturação, 30 segundos a 58 º C para anelamento, 40 segundos a 72ºC extensão, e por fim 

um ciclo de 7 minutos a 72ºC extensão.  

Os produtos da reação de PCR foram submetidos a eletroforese em tampão TBE 0,5X 

em gel de agarose 8%), visualizados após coloração com brometo de etídio  (7.0 µL) sob luz 

UV 

3.3 Condições para Avaliação do Estresse Hídrico. 

 

O experimento foi realizado em casa de vegetação, no setor de biotecnologia da 

COODETEC (Cascavel/Pr). Foram colocados para germinar sementes T3 dos eventos 

transformados previamente. No laboratório, as sementes foram germinadas em Papel 

Germitest 28x38cm. Após 3 dias  da germinação foram plantadas 4 sementes em cada vaso de 

4 kg contendo solo previamente peneirado e adubado. O desbaste foi feito após 15 dias do 

plantio deixando apenas uma planta por vaso.  Foi utilizado delineamento inteiramente 
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casualizado contendo 59 vasos, dispostos em posição semelhante em relação incidência solar 

Figura 3. 

O experimento foi composto por cinco eventos e um controle (591, 14, 326, 164, 312 e 

controle CD200126) conforme croqui na Figura 4. Após o período de estresse foram 

observadas a recuperação das plantas após o restabelecimento da capacidade de campo do 

solo nas plantas do estresse severo. 

Quando as plantas atingiram a fase de emborrachamento cerca de 60 dias após 

germinação, correspondente a fase 45 da escala de Zadocks (ZADOCKS et al., 1974) aplicou-

se a condição de estresse hídrico, onde os tratamentos constaram de 2 grupos : Grupo I- 

plantas que foram submetidas ao estresse hídrico com restrição total de água contendo 5 

repetições  e Grupo II- plantas que foram submetidas a um estresse parcial com 4 repetições . 

No estresse severo, as amostras foram coletadas no intervalo de quatro dias, 

totalizando 6 coletas. Neste tratamento, as plantas controle e transgênicas T3 foram 

submetidas a um período de 16 dias de déficit hídrico sendo irrigadas ao término da última 

coleta do período de estresse. Também foi realizada uma coleta após o quarto dia da re-

hidratação, com 20 dias resultando em 6 coletas.  

No estresse parcial - as plantas submetidas ao estresse parcial foram submetidas a um 

período de 24 dias de estresse parcial resultando 7 coletas. As plantas em regime parcial de 

estresse por déficit hídrico foram pesadas diariamente e foi reposto água  aos vasos a 

quantidade de 50%  de seu peso perdido. A coleta de folhas para as análises fisiológicas foram 

realizadas sempre na parte da manhã entre 8:30 ás 10:00 h . As temperaturas também foram 

anotadas diariamente onde resultou em uma media de 24ºC. Foram avaliados os parâmetros: 

conteúdo relativo de água (CRA); Conteúdo de MDA (malondialdeído); Prolina (PRO);  

Índice de estabilidade de membrana (IEM) e Índices de produção. 
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Figura 3. Disposição dos vasos na casa de vegetação dos experimentos: estresse severo e estresse 

parcial .   
 
 

 
 
Figura 4. Croqui dos vasos na casa de vegetação dos experimentos: estresse severo e estresse parcial 
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Para uma melhor análise do índice de produção foram plantadas também 6 repetições dos 

eventos e controle  utilizando delineamento inteiramente casualizado, onde foram aplicados 

estresse severo nas plantas controle e nos eventos, porém não foram  coletadas as folhas, com 

o objetivo de verificar o efeito de desfolha na recuperação de plantas após o estresse aplicado. 

 
 

3.3.1 Conteúdo relativo de água (CRA) 

O estado da água nas folhas foi monitorado por meio do conteúdo relativo de água 

(CRA). Imediatamente após o corte de folha na base e sua coleta, as folhas foram seladas em 

sacos plásticos e transferidas para o laboratório. A massa fresca (m.f) das folhas foi 

determinada em seguida. A massa túrgida (m.t) foi obtida após  o embebição  por 16-18h das 

folhas em água  destilada sob temperatura ambiente em frascos de vidro previamente lavados 

e autoclavados. As folhas foram pesadas rapidamente secadas cm papel toalha e a  massa seca 

(m.s) foi obtido após secagem em estufa (70 ºC)  por 72 horas. O RWC foi calculado segundo 

a equação de Schonfeld (SCHONFELD et al., 1998).  

 

RWC (%)= (m.f.mp.s/ m.t-m.s)x100. 

 

 

3.3.2 Quantificação de prolina em tecidos de plantas 

  

Os níveis de prolina em tecidos de planas foram determinados pelo método de BATES 

et al., (1973), modificado conforme descrito a seguir. As folhas coletadas foram armazenadas 

a 70ºC ate a realização das análises . 

Foram macerados 0.05 g de tecido vegetal em cadinhos com nitrogênio líquido e 

adicionados   em 10mL de ácido sulfosalicílico 3% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 

5.000 rpm por 5 minutos e 2 mL do sobrenadante foram transferidos para um tubo falcon de 

15mL. Foram adicionados aos tubos 2 mL de solução de ninidrina (Ninidrina 2,5% (p/v) em 

6:4 v/v de ácido acético e ácido fosfórico 6M) e 2 mL de ácido acético glacial e foram 

aquecidos à 100 ºC em banho-maria por 1 hora. A reação foi finalizada adicionando os tubos 

em banho de gelo. A mistura foi extraída com 4 mL de tolueno e agitada vagarosamente por 

15 a 20 segundos em vortex. 
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O cromóforo dissolvido no tolueno foi aspirado da fase aquosa, a temperatura 

ambiente e a absorbância deste material foi determinada em espectrofotômetro a 520 nm. A 

concentração de prolina foi determinada a partir de uma curva padrão de 25 µmoles de prolina 

por peso seco. 

3.3.3 Avaliação do índice de estabilidade de membrana celular (IEM) 

 

O índice de estabilidade de membrana (IEM) celular foi determinado indiretamente 

pela medida da condutividade elétrica, seguindo o protocolo de BABU et al., (2004). Três 

amostras de folhas foram coletadas de cada planta, e cortadas em forma de discos de tamanho 

uniforme de 1cm² cada. Os discos foliares foram lavados por 3 vezes com água deionizada e 

autoclavada  para remoção de eletrólitos aderidos a superfície foliar. Em recipientes de vidro 

foram adicionados 15 mL de água deionizada e autoclavada, onde os discos foliares foram 

fechados e incubados no escuro por 24 horas à temperatura ambiente. A condutância desta 

solução foi medida usando condutivímetro (modelo Micronal B331). Após a medição inicial, 

os tubos foram autoclavados por 15 minutos sob pressão de 120 psi. A condutividade foi 

medida nesta solução após o resfriamento dos recipientes de vidro. O índice de estabilidade de 

membrana foi obtido usando a seguinte fórmula: 

Índice de Estabilidade de Membrana (IEM): 

IEM %= (1-S1/S2) 

Onde:  

S1: Condutividade elétrica inicial (antes da autoclavagem) 

S2: Condutividade elétrica final (depois da autoclavagem) 

 

3.3.4 Avaliação do nível de peroxidação de lipídios (MDA) 

 

O nível de peroxidação de lipídios foi determinado em função do conteúdo de MDA 

(Malondialdeído) pela sua reação com o ácido tiobarbitúrico (SAÍRAM et al., 1998).  

Cerca de 0,05g de tecido foliar foram macerados com nitrogênio líquido e 

posteriormente homogeneizados em 5 mL de ácido tricloroacético  0,1% (p/v), após 

centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos à temperatura ambiente. 

Em tubos Falcon de 15 mL, o sobrenadante foi misturado com igual volume de ácido 

tiobarbitúrico 0,5 % (p/v) em ácido tricloroacético 20% (p/v)  e então fechados. A mistura foi 
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fervida por 30 minutos a 100ºC em banho-maria e centrifugado por 5 minutos a 6000 rpm 

para precipitação dos subprodutos da reação. A absorbância foi então medida a 532nm  e 

corrigida para turbidez não especifica pela subtração  da medida a 600nm. O conteúdo de 

MDA foi calculado usando o coeficiente de extincao molar do MDA(155 M-1cm-1 ) 

 

Equivalente de MDA (nmol ml-1) = [(Abs 532 – Abs 600) / 0,155)] / Peso (g). 

 

3.4 Índices de Produção 

 

Para a avaliação da capacidade de produção das plantas dos eventos submetidos ao 

estresse hídrico e das plantas controle, foram coletadas e contadas o número de espigas, 

número de sementes total, peso de 100 sementes e peso total de sementes por planta, ao 

término do ciclo após a recuperação das plantas submetidas ao estresse.  

 

3.5 Análise Estatística 

 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância ANOVA com 5% de 

probabilidade e teste Tukey com o auxilio do programa GENES.  
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4 RESULTADOS  

4.1 Análise Molecular 

 As plantas amostradas dos cinco eventos apresentaram o fragmento esperado de 450  

pb correspondente ao gene bar. Como esperado, as plantas-controle, sem transformação, não 

apresentaram bandas (Figura 5). 

 

 

Legenda: 
 

C: controle não transformado; 
P: Plasmídeo pJS107; 
Eventos: 1-164; 2-591; 3-326; 4-312; 6-14; 
M: marcador (Ladder 100 pb). 

 
 
Figura 5: Produtos de ampliação por PCR:  
 

4.2 Conteúdo Relativo de Água (CRA) 

Em condições normais de suprimento de água, os conteúdos relativos de água (CRA) 

não foram diferentes entre as plantas controle e transgênicas dos diferentes eventos avaliados 

(Figura  6). Sob condições de estresse, os valores de CRA foram muito similares até o 8º dia 

de estresse aplicado, sendo que plantas transgênicas dos diferentes eventos obtiveram um 

CRA ligeiramente superior às das plantas controle estressadas e, menor que o controle 

irrigado. 

À medida que o estresse hídrico foi sendo aplicado (12º dia) claramente se observou um 

comportamento diferencial entre plantas transgênicas e controles. Destacaram-se os eventos 



34 

 

  

326, 14 e 164 com valores de CRA de 40%, 29%, 29% respectivamente, maiores comparados 

ao controle estressado. Os valores de CRA diminuíram à medida que o estresse foi 

prolongado (16º dia), mas  todas as plantas continuaram a ter um CRA maior que o controle 

estressado. Tal tendência de diminuição do CRA comprova que as plantas sentiram o estresse 

hídrico a partir do 12º dia de restrição hídrica.  

Após o término da restrição hídrica e reidratação das plantas, as plantas transgênicas 

dos eventos 591,326 e 164 mantiveram índices de CRA mais altos quando comparado aos 

índices das plantas controle estressado (80%). 

Nas plantas controle irrigado em ambos os experimentos foi observado uma flutuação 

dos valores de CRA, nos diferentes tempos amostrados, evidenciando que neste período de 

emborrachamento, florescimento e enchimento dos grãos, a demanda por água varia em 

função de um metabolismo acelerado. 

 

 

Legenda: 
 
 T0, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas; 
  Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
  C Irr: Controle Irrigado; 
  C Est: Controle Estressado; 
  14E: Estressado,  
  326E: Estressado;  
  164E: Estressado; 
  312E: Estressado;  

 
 
Figura 6: Conteúdo relativo de água (CRA) mediante estresse hídrico severo nos diferentes tempos 

avaliados. 
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Quando o experimento foi conduzido sob uma condição parcial de estresse, os dados 

obtidos foram similares às do experimento com estresse severo até o 8º dia, com exceção das 

plantas do controle parcialmente estressado que se diferenciaram das demais apresentando um  

CRA na ordem de 7% menor que o controle irrigado (Figura 7). 

 

 

Legenda: 
 
 T0, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas; 
  Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
  C Irr: Controle Irrigado; 
  C Par Est: Controle Parcialmente Estressado; 
  14P: Parcialmente Estressado,  
  326P: Parcialmente Estressado;  
  164P: Parcialmente Estressado; 
  312P: Parcialmente Estressado;  

 
 
Figura 7: Conteúdo relativo de água de plantas mediante estresse hídrico parcial nos diferentes tempos 

avaliados. 
 

À medida que o estresse parcial foi sendo aplicado, as plantas controle parcialmente 

estressadas diminuíram seus índices de CRA em torno de 41%, em média, quando comparado 

ao controle irrigado. As plantas dos eventos transgênicos tiveram seus índices de CRA 

superiores às das plantas controle parcialmente estressadas, com distinção do evento 14, cujo 

CRA foi similar ao das plantas controle irrigadas, mesmo após 16 dias de estresse parcial 

aplicado. Comparados ao controle irrigado, após vinte dias, os eventos apresentaram CRA 

maiores que o controle parcialmente estressado na ordem: 44%, 43%, 55%, 51%, 12% 

correspondente aos eventos 591,14,326,164 e 312, respectivamente. 
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 Após 24 dias de avaliação as plantas transgênicas parcialmente estressadas, 

demonstraram CRA diminuídos, porém superiores aos valores dos índices de plantas controle 

parcialmente estressadas, com exceção ao evento 312 que apresentou uma performance de 7% 

inferior às do controle parcialmente estressado.  

4.3 Conteúdo de Prolina 

Apesar das plantas controle e transgênicas dos diferentes eventos avaliados terem 

apresentados valores de prolina diferentes (3,41 ug/ g de peso seco a  4,1 ug/ g de peso seco) 

em condições normais de suprimento de água, estas não foram significativamente diferentes 

conforme Figura 8. Esta mesma tendência foi observada após 4 dias de aplicação de estresse 

severo nas plantas avaliadas. Somente após o 8º dia pode-se observar um aumento brusco no 

conteúdo de prolina nas plantas controle estressadas na ordem de 1,8 x, comparado ao 

controle irrigado. As plantas avaliadas do  evento 591 tiveram um acréscimo de 2,28x . As 

plantas transgênicas dos eventos 591 (16,21ug/ g de peso seco  no 8º dia) e 312 (25,71 ug/ g 

de peso seco no 12º dia) apresentaram acréscimos significativos nos níveis de prolina à 

medida que o estresse foi sendo intensificado. 

 

Legenda: 
 
 T0, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas; 
  Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
  C Irr: Controle Irrigado; 
  C Est: Controle Estressado; 
  14E: Estressado,  
  326E: Estressado;  
  164E: Estressado; 
  312E: Estressado;  
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Figura 8. Conteúdo de prolina em µmol/g de peso seco mediante estresse hídrico severo nos diferentes 

tempos amostrados. 
   

As plantas controle estressadas também tiveram um acréscimo significativo no 12º dia, 

mas no 16º dia de restrição hídrica, os níveis de prolina diminuíram drasticamente. Por outro 

lado, as plantas transgênicas dos eventos avaliados continuaram a manter valores altos de 

prolina quando comparados com o controle estressado. 

Após a reidratação, todas as plantas tiveram uma queda nos níveis de prolina, sendo 

que nos eventos transformados, esta queda foi mais brusca do que a do controle estressado. 

Em todo o período de avaliação, o evento 591 foi o que apresentou o maior conteúdo de 

prolina, mas  no 12º dia de avaliação,  as plantas do evento 312 apresentaram o maior índice 

(1,16x maior  que o controle estressado e 4,35x maior que o controle irrigado.  No 16º dia de 

experimentação, os eventos transgênicos apresentaram níveis altos de prolina comparados aos 

do controle estressado. 

Também foi observada, uma flutuação nos valores de prolina obtidos para o controle 

irrigado que variaram de 0,74 a 7,09 ug/ g de peso seco. Estes valores poderiam ser 

explicados pelo estágio reprodutivo na qual se encontravam as plantas avaliadas, denotando 

um metabolismo acelerado onde a prolina é necessária em altas concentrações. 

Pode-se observar na Figura 9 que, quando as plantas foram avaliadas sob condições 

parciais de estresse, os valores para prolina nas condições iniciais foram similares entre as 

plantas avaliadas. Com 8 dias de restrição hídrica parcial, plantas controle estressadas e 

irrigadas foram similares, porém as plantas do  evento 312 apresentaram  acréscimos no 

conteúdo de prolina estatisticamente significativo (15,87 ug/ g de peso seco). 
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Legenda: 
 
 T0, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas; 
  Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
  C Irr: Controle Irrigado; 
  C Par Est: Controle Parcialmente Estressado; 
  14P: Parcialmente Estressado,  
  326P: Parcialmente Estressado;  
  164P: Parcialmente Estressado; 
  312P: Parcialmente Estressado;  

 
 
Figura 9. Conteúdo de prolina em µmol/g de peso seco mediante estresse parcial hídrico nos diferentes 

tempos avaliados. 
  

 

Os maiores conteúdos de prolina foram observados nos eventos 591, 14, 164, 312 

(20,15; 14,40; 16,36 e 19,22 ug/ g de peso seco em média, respectivamente) no 16º dia de 

restrição hídrica parcial, com exceção ao evento 326 que estatisticamente foi similar ao 

controle parcial estressado (6,98 ug/ g de peso seco). Após o período de 20 dias, os valores de 

prolina foram diminuídos e, na coleta do 24º dia os valores de prolina voltaram a aumentar, 

provavelmente pela necessidade de prolina para a formação de estruturas reprodutivas, tendo 

em vista o ciclo fenológico a qual as plantas estavam que era de espigamento. 

 

4.4 Índice de Estabilidade de Membrana 

 Os valores obtidos para o parâmetro de estabilidade de membrana (IEM) sob 

condições de estresse severo estão apresentados na Figura 10. Observa-se que os valores de 

IEM para plantas controle e transgênicas, em condições normais de suprimento de água foram 



39 

 

  

semelhantes e na ordem de 97% em média. O início da percepção do estresse parece ter 

ocorrido com 12 dias de falta de água. À medida que o suprimento de água foi se tornando 

escasso, os valores para IEM diminuíram para níveis de 47% nas plantas controle estressadas, 

74% (evento 591), 78% (evento 14), 79% (evento 326), 66% (evento164) e 69% (evento 312). 

Após a reidratação das plantas no 16º dia e avaliação no 20º dia, apenas os eventos 

591, 326 e 164 tiveram os índices de IEM próximos ao do controle irrigado (83%). Plantas 

controle estressadas e os eventos 14 e 312  mantiveram o IEM em  torno de 68%.  

 

 

 

Legenda: 
 
 T0, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas; 
  Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
  C Irr: Controle Irrigado; 
  C Est: Controle Estressado; 
  14E: Estressado,  
  326E: Estressado;  
  164E: Estressado; 
  312E: Estressado;  

 

Figura 10. Índice de estabilidade de membrana em % mediante estresse hídrico severo nos diferentes 
tempos avaliados. 
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Quando o estresse hídrico aplicado foi parcial, os IEMs das plantas avaliadas  

apresentaram um comportamento diferenciado aos obtidos no estresse severo. Plantas 

transgênicas submetidas ao estresse parcial tiveram comportamento similar às plantas 

irrigadas até o 16º dia.  (Figura 11) 

O evento 326 foi exceção, pois apresentou IEM menor, já a partir do 4º dia até o 12º 

dia. 

 

 

Legenda: 
 
 T0, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas; 
  Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
  C Irr: Controle Irrigado; 
  C Par Est: Controle Parcialmente Estressado; 
  14P: Parcialmente Estressado,  
  326P: Parcialmente Estressado;  
  164P: Parcialmente Estressado; 
  312P: Parcialmente Estressado;  

 
 
Figura 11. Índice de estabilidade de membrana em % mediante estresse hídrico parcial nos diferentes 

tempos avaliados. 
 

 Com 16 dias de avaliação, as plantas controle estressadas apresentaram IEMs menores 

e na ordem de 67% e o evento 312 na ordem de 54%. Por outro lado, os eventos 591, 14, 326 

e 164 continuaram a manter o IEM na ordem de 83%. Após 20 dias, os índices de IEMs das 

plantas avaliadas apresentaram a mesma tendência, sendo que ao final de 24 dias de 
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avaliação, houve uma tendência de diminuição destes índices em todas as plantas avaliadas, 

com exceção das plantas do controle irrigado, podendo ser possivelmente explicado pela 

finalização do ciclo reprodutivo e início do enchimento de grãos, evidenciando o início de 

senescência das plantas após estresse. 

 

4.5 Conteúdo de Malondialdeído (MDA)   

Tendo em vista que o baixo conteúdo de malondialdeído representa baixa peroxidação 

de lipídios e sendo assim inversamente proporcional a estabilidade de membrana, os dados 

obtidos para peroxidação de lipídios estimado através do conteúdo de malondialdeído (MDA) 

permitem concluir uma melhor habilidade das plantas transgênicas como as plantas do evento 

164 em conservar intacta a célula vegetal por mais tempo (Figura 12).  

 

Legenda: 
 
 T0, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas; 
  Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
  C Irr: Controle Irrigado; 
  C Est: Controle Estressado; 
  14E: Estressado,  
  326E: Estressado;  
  164E: Estressado; 
  312E: Estressado;  

 
Figura 12: Conteúdo de MDA (Malondialdeído) em nmol/g de peso fresco mediante estresse hídrico 

severo nos diferentes tempos avaliados. 
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Os conteúdos de MDA estimados para as plantas controle e transgênicas dos diferentes 

eventos foram considerados estatisticamente similares no tempo inicial sem restrição hídrica. 

Após 4 dias de estresse total, as plantas controle foram similares em termos de conteúdo de 

MDA não diferindo estatisticamente, mas podendo notar que as plantas transgênicas tiveram 

um acréscimo no conteúdo de MDA, com exceção do evento 326 (29,13 mmol/g de peso 

fresco). No oitavo dia, em geral, as plantas controle estressadas e as plantas dos diferentes 

eventos, tiveram o conteúdo de MDA similar ao do período inicial, mas menores comparados 

aos do 2o período de avaliação. 

Após o 12º dia de aplicação da restrição hídrica, plantas transgênicas apresentaram 

valores de MDA ainda menores não tendo diferença significativa comparada ao controle 

irrigado, com indicação de que o evento 591 apresentou o menor índice (2,92 mmol/g de peso 

fresco) que corresponde a uma redução de 10x no MDA em relação às plantas controle 

estressadas (29,54 mmol/g de peso fresco). Após a reidratação e avaliação no 20º dia, os 

valores de MDA voltaram a aumentar provavelmente pela aceleração do metabolismo e início 

da senescência, sendo que, apenas as plantas dos eventos 591 e 164 apresentaram níveis de 

MDA inferiores e estatisticamente significativos  quando comparados aos dos controles 

irrigado ou estressado. 

 Conforme a Figura 13 no estresse parcial, os comportamentos de plantas controle e 

estressadas frente ao MDA foram similares até o 8º dia de restrição hídrica parcial. 

 

Legenda: 
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 T0, T4, T8, T12, T16, T20 coletas realizadas; 
  Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
  C Irr: Controle Irrigado; 
  C Par Est: Controle Parcialmente Estressado; 
  14P: Parcialmente Estressado,  
  326P: Parcialmente Estressado;  
  164P: Parcialmente Estressado; 
  312P: Parcialmente Estressado;  

 
 
Figura 13. Conteúdo de MDA (Malondialdeído) em nmol/g de peso fresco mediante estresse hídrico 

parcial nos diferentes tempos avaliados.  
   
 

Com 16 dias, apenas os eventos 164 e 312 apresentaram valores de MDA 

significativamente menores. As plantas controle estressado aumentaram seus valores de MDA 

sendo 6,97x maior comparado ao controle irrigado.  

Após o 24º dia, os valores de MDA voltaram a aumentar, com exceção dos eventos 14 

e 312 que apresentaram níveis de MDA inferiores e estatisticamente significativos  quando 

comparados ao controle estressado e similares aos do controle irrigado. Somente as plantas 

controle parcialmente estressado mantiveram alto MDA, os demais eventos e controle 

irrigado apresentaram valores estatisticamente similares, embora numericamente diferentes. O 

evento 591 apresentou um aumento brusco de 35% em seu índice de MDA. Já, o evento 164 

apresentou uma diminuição de apenas 15% em relação ao controle parcialmente estressado.  

  

4.6 Índices de produção 

Em condições de estresse severo, as plantas dos eventos transgênicos apresentaram 

maiores produções em valor numérico, embora não significativos estatisticamente, quando 

comparados com os controles submetidos a estresse severo e parcial (Figuras 14 e 15). O 

controle irrigado apresentou em média por planta: 15 espigas, 690 sementes, 2,3g para peso 

de 100 sementes e peso total de sementes por planta de g 16,5g. O controle estressado 

apresentou  10,2 espigas, 169 sementes, 1,5g para peso de 100 sementes e peso total de 

sementes de  3g.  No estresse severo o evento que apresentou maior destaque para os índices 

produtivos foi o 14 com 23,2 espigas, 349,6 sementes, 1,9g para peso de 100 sementes e peso 

total de sementes de 6,5g. Produziu mais espigas porém, de menor peso. Outro evento que se 

destacou foi o 312 com 15,4 espigas, 255,2 sementes, 2,3g para peso de 100 sementes e peso 

total de sementes de  5,8g. 
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Legenda: 

 
(A) Peso de 100 sementes; 
(B) Número de sementes; 
(C) Numero de espigas; 
(D) Peso total de sementes; 
Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
C Irr: Controle Irrigado; 
C Est: Controle Estressado; 
14E: Estressado; 
326E: Estressado; 
164E: Estressado; 
312E: Estressado.  

 
Figura 14. Índices de produção das plantas dos diferentes eventos submetidos a estresse hídrico 

severo.  
 

Similar á condição anterior, as plantas dos eventos transgênicos apresentaram maiores 

produções em valor numérico, embora não significativo estatisticamente, quando comparados 

com os controles submetidos a estresse parcial (Figura 15). O controle parcialmente 

estressado apresentou em média por planta: 11 espigas, 303,25 sementes, 1,8g para peso de 

100 sementes e peso total de sementes de  2,19g. O evento que apresentou maior destaque 

para os índices produtivos foi o 14 gerando em média 20,5 espigas, 437,5 sementes, 1,3 g para 
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peso de 100 sementes e peso total de sementes de  6,3g.  Outro evento que se destacou foi o 

591 com 18,7 espigas, 295,75 sementes, 1,4g para peso de 100 sementes e peso total de 

sementes de 4,8g. 

 
 
Legenda: 

 
(A) Peso de 100 sementes; 
(B) Número de sementes; 
(C) Numero de espigas; 
(D) Peso total de sementes; 
Letras acima das barras: Teste de Tukey; 
C Irr: Controle irrigado; 
C Par Est: Controle Parcialmente estressado; 
14P: Parcialmente Estressado; 
326P: Parcialmente Estressado; 
164P: Parcialmente Estressado; 
312P: Parcialmente Estressado.  

 
Figura 15. Índices de produção das plantas dos diferentes eventos submetidos a estresse hídrico 

parcial. 
 
 

Os resultados obtidos para o experimento em paralelo mostram similaridades nos 

índices de produção entre eventos e controles estressados (Figura 16). O controle irrigado 
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apresentou em média por planta: 15 espigas, 690 sementes, 2,3g para peso de 100 sementes e 

peso total de sementes de 16,5g. O controle estressado apresentou em média por planta: 11 

espigas, 304 sementes, 1,4g para peso de 100 sementes e peso total de sementes de 7,1g.  

Os eventos apresentaram menor número de espigas que ambos os controles embora 

não sendo estatisticamente significativo (Figura 16). Para o peso de 100 sementes o controle 

estressado foi o que apresentou melhor performance, se diferenciando estatisticamente de 

todos os eventos  com1,4g. Esta mesma tendência ocorreu no peso total, mas sem diferença 

significativa. Já para o numero de sementes todos os eventos e o controle estressado 

apresentaram resultados similares não apresentando diferenças significativas.  

 

 

 
Legenda: 

 
(A) Peso de 100 sementes; 
(B) Número de sementes; 
(C) Numero de espigas; 
(D) Peso total de sementes; 

 

Figura 16. Índices de produção das plantas dos diferentes eventos submetidos a estresse hídrico 
severo,  mas sem o estresse físico da desfolha. 
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5 DISCUSSÃO  

 

São escassos os trabalhos na literatura que  relatam a performance de gerações avançadas 

de eventos transgênico. O estudo da estabilidade de expressão do transgene e a sua 

produtividade são fundamentais para o lançamento de variedades comerciais transgênicas, 

principalmente quando o sistema de transformação genético usado foi a biobalística, que se 

caracteriza por inserir fragmentos gênicos sem o controle do número e da posição de inserção 

no genoma. (MLYNOROWA et al., 1996; ULKER et al., 1999; ANAND et al, 2003). 

Está bem documentado na literatura que o estresse hídrico promove a perda de água 

celular ou estresse osmótico e que a capacidade de tolerância está relacionada com a 

manutenção da integridade celular para a manutenção do metabolismo, o que favoreceria às 

plantas a recuperação após o término do período do déficit hídrico, em condições de campo 

(OZDEN et al., 2008; SIMOVA-STODOVA et al., 2009) 

O ajustamento osmótico é o principal componente da maquinaria fisiológica em 

resposta ao estresse hídrico (CHAVES et al., 2003). Os osmólitos incluem íons (K); pequenas 

moléculas como prolina, açúcares solúveis e outros. Na cultura do trigo, muitos trabalhos na 

literatura apontam a correlação positiva entre um aumento de prolina e resistência ao déficit 

hídrico (NAYYAN, 2003; ZHU et al., 2005). A prolina parece ter um papel fundamental na 

proteção ao dano oxidativo, resultante de um sistema anti-oxidante mais eficiente em que a 

prolina parece estar envolvida no seqüestro e inativação dos radicais livres e na proteção de 

enzimas antioxidantes (LUTTS, 1999; VENDRUSCOLO et al., 2007; OZDEN et al., 2008).  

Esta proteção manteria a célula intacta para quando a condição de água à campo fosse 

restabelecida, o que daria chances às plantas estressadas de recuperação ainda produzindo 

sementes. 

Foi verificado em testes preliminares, que nenhuma planta controle cv CD200126 

suportou mais que 8 dias de estresse hídrico severo, porém neste estudo pode-se observar a 

recuperação desta mesma cultivar após 16 dias de restrição hídrica.  É fundamental para a 

acurácia dos dados, o estudo do impacto do estresse por restrição hídrica sobre as plantas em 

ciclo fenológico de importância econômica. LEMOS et al. (2008) demonstraram que os 

estádios de emborrachamento, espigamento e florescimento são os mais susceptíveis ao 

estresse hídrico e normalmente produzem maior conteúdo de prolina.   
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Neste experimento, foi aplicado um estresse de 16 dias iniciando na fase de 

emborrachamento e a partir desta data, foi realizada a reposição do potencial hídrico dos 

vasos para verificar o desempenho dos eventos avaliados quanto à produção e também para  

reproduzir condições próximas a de campo.  

Os resultados permitem concluir que houve acréscimos consideráveis no conteúdo de 

prolina de todas as plantas dos eventos avaliados. No experimento onde o estresse severo foi 

aplicado, o início da percepção da falta de água e indução do gene p5cs iniciou-se a partir do 

8º dia e alcançou os valores máximos no 12º de experimentação. Nesta avaliação, os 

percentuais de aumento do conteúdo de prolina foram: 52% (evento 591); 62% (evento 14); 

49 % (evento 326) ; 60% (evento 312) e 33% ( evento 164). Similar ao anterior, a condição de 

estresse hídrico parcial apresentou acréscimos substanciais à concentração de prolina: 200% 

(evento 591); 120% (evento 14); 6% (evento 326), 150% (evento 164) e 190% (evento 312). 

Os dados obtidos para o experimento com estresse parcial foram maiores em percentuais 

devido ao fato que os valores de prolina nas plantas controle diminuíram na ordem de 50% da 

avaliação do 12º dia para o 16º dia. 

Uma possível explicação para os níveis menores de prolina nas plantas controle aos 

16º dia de avaliação seria a possível migração da prolina para os tecidos reprodutivos, uma 

vez que a prolina está associada à morfogênese em diversas espécies (NANJO et al., 1999; 

IGARASHI et al., 2000). Também, alguns autores sugerem a presença de proteínas 

transportadoras de prolina (AtProT1 e AtProT2) que poderiam fazer a remoção da prolina 

sintetizada na folha e raiz para órgãos reprodutivos em que altos níveis de prolina foram 

encontrados no estágio de espigamento (RENTSCH et al., 1996). 

Os elevados índices de prolina encontrados em plantas controle submetidas à restrição 

hídrica poderiam ser explicados pelo fato de que, sob influência do estresse, a síntese de 

proteínas é inibida e a degradação de proteínas é acelerada, o que leva a um acúmulo de 

aminoácidos e aminas ( FUMIS e PEDRAS, 2002). 

OZDEN et al (2008) relatam que altos níveis de prolina reduziriam os níveis de MDA 

e a porcentagem de membranas celulares danificadas. A prolina está associada ao 

desenvolvimento na planta de um papel adaptativo mediando ajustes osmóticos e protegendo 

estruturas subcelulares na plantas estressadas. Os dados obtidos permitem concluir que sob 

restrição hídrica severa, os eventos transgênicos aumentaram o conteúdo de prolina, 

comparativamente às plantas controle estressadas evidenciando que o transgene foi expresso. 

Os acréscimos  foram da ordem de: 1,62x  (evento 14); 1,52x ( evento 591); 1,49x ( evento 

326); 1,6x ( evento 164) e 1,16x ( evento 312). 
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A aplicação do estresse parcial até o 8º dia,  não permitiu uma diferenciação 

significativa das plantas transgênicas com o controle estressado nas características fisiológicas 

avaliadas, possivelmente sendo explicada pelo fato do transgene apresentar um promotor 

estresse induzido (aipc) que em estresse severo iniciou a percepção do estresse apenas com 8 

dias ( MOLINARI et al., 2004, VENDRUSCOLO et al., 2007). Os dados permitem concluir 

que a percepção do estresse iniciou a partir do 8º dia, sendo que a expressão máxima da 

prolina aconteceu no 12º dia de experimentação. Já no estresse parcial, a expressão máxima 

de prolina ocorreu a partir do 16º dia, uma vez que o estresse foi mais brando.  

Uma das mais importantes modificações bioquímicas em plantas sujeitas a estresses 

abióticos é a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (AHMED et al., 2009). Sob 

restrição hídrica, há redução na taxa fotossintética devido ao fechamento dos estômatos e, 

com a continuação da falta de água e constante captura de luz, a fixação fotossintética de CO2 

é limitada, originando um acúmulo de elétrons (ASHRAF et al., 2008; MUNNS & TESTER, 

2008). As EROs danificariam as membranas celulares pela peroxidação e reesterificação dos 

ácidos graxos da membrana . 

Diversos relatos na literatura demonstram que alto conteúdo de prolina em células 

previniria o estresse oxidativo causado pela presença das EROs  conseqüentes do estresse 

hídrico (HONG-BO et al., 2006; HOQUE et al., 2007; AHMAD et al., 2008; BHATNAGAR 

et al., 2009). Os resultados obtidos demonstram uma tendência nos eventos de alto conteúdo 

de prolina e baixos níveis de MDA principalmente em condições de estresse hídrico severo. 

Esta condição se traduziu em uma maior manutenção da integridade celular (IEM) dos 

eventos avaliados comparados ao  controle estressado severamente e parcialmente. 

Neste experimento, durante aplicação da restrição hídrica severa e parcial, as plantas 

dos eventos apresentaram menores conteúdos de MDA, o que sugere uma melhor proteção ao 

dano oxidativo, resultante de um sistema mais eficiente, em que a superexpressão da prolina 

poderiam estar envolvidos no seqüestro e na inativação dos radicais livres e na proteção de 

enzimas antioxidantes, principalmente a catalase e a peroxidase (LUTTS,GUERRIE, 1995; 

HOQUE et al., 2007). Segundo SIMOVA-STODOVA et al. (2009), no estresse parcial, a 

imposição gradual de déficit hídrico permite às plantas se acomodarem ao estresse e 

desenvolver mecanismos de defesa para resistir a este estresse.  

As diferenças observadas nos índices de estabilidade de membrana (IEM) entre plantas 

transgênicas e controle ocorreram somente no 16º dia de aplicação do estresse hídrico severo 

e parcial. As plantas controle estressadas obtiveram IEMs com média de 40% e as plantas 

transgênicas apresentaram IEMs superiores (60 a 80%),  principalmente plantas do evento 312 
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que sob restrição hídrica parcial, demonstraram uma  maior habilidade em manter a 

integridade celular. Os acréscimos nos valores dos índices de integridade celular das plantas 

transgênicas dos diferentes eventos, comparados aos das plantas controle parcialmente 

estressadas foram: 1,5x (evento 591); 1,48x (evento 14); 1,46x (evento 326); 1,35x (evento 

164) e 0,81x (evento 312). 

Uma possível explicação para os maiores percentuais de MDA nas fases de 

florescimento e enchimento de grãos, comparados às outras fases poderia ser explicado pela 

ausência de prolina em função da sua possível migração para tecidos reprodutivos e com isto, 

as células apresentariam maiores danos aos estresses oxidativos, conseqüência do déficit 

hídrico (OZDEN et al., 2008). 

Os índices produtivos apontam para a redução de produção sob condições de déficit 

hídrico. Ao compararmos os pesos totais de sementes dos controles estressado e parcialmente 

estressado, estes, apresentaram uma redução de 7x e 5x respectivamente, comparados ao 

controle irrigado. LEMOS et al, 2008 observaram que a seca aplicada no emborrachamento 

com plantas CD200126 deram uma diminuição no peso de 100 sementes no 

emborrachamento da ordem de 51,8% e no espigamento o decréscimo foi de 80% aplicando-

se apenas 8 dias de estresse hídrico severo. 

Os resultados obtidos apontam os eventos 312 e 14 como os de melhores performances 

quando submetido ao estresse hídrico severo. O evento 14 aumentou em 1,5x o número de 

espigas; 106% número de sementes, 126% peso de 100 sementes e 118 % peso total de 

sementes comparados ao controle estressado, o que poderia ser extrapolado para uma maior 

produtividade deste evento em condições de campo. O evento 312 apresentou um acréscimo 

de 1,5x  o número de espigas; 51% número de sementes, 50%  peso de 100 sementes e 94% 

peso total de sementes. Outros eventos também tiveram acréscimos substanciais para número 

de espigas e peso total de sementes: 0,1x e 43% (evento 591); 0,09x e 47% (evento 164).  

Quando o estresse hídrico aplicado foi parcial, os eventos que mais se destacaram 

foram  o evento 14  com acréscimos de 1,5x  número de espigas; 57% número de sementes e 

187% peso total de sementes e o 591 com acréscimos de 1,7 x número de espigas; 6% número 

de sementes e 120% peso total de sementes. 

 Os dados do evento 312 foram considerados como perdidos quando o estresse severo 

foi aplicado (sem desfolha das plantas) pois, o mesmo, não produziu sementes/espigas em 

algumas plantas.  

Em relação aos parâmetros produtivos avaliados, embora algumas diferenças 

numericamente tenham sido até maiores do que 100%, os resultados não apontam para 
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diferenças estatísticas significativas entre plantas dos diferentes eventos e controle estressado 

nas três condições avaliadas (desfolha estressada, desfolha parcialmente estressada e sem 

desfolha). A possível explicação para estes resultados seria a grande variabilidade dentro dos 

tratamentos, e o alto erro experimental, devido à avaliação de plantas individuais. A avaliação 

de plantas individuais é muito sujeita a erro, pois há muita variação entre plantas do mesmo 

tratamento.  

Os dados experimentais dão indícios de que a aplicação da transgenia do gene p5cs 

seja potencial para obtenção de plantas tolerantes à seca, pois a tolerância a estresses abióticos 

é dependente de um complexo de interações entre vários produtos gênicos, onde o acúmulo de 

osmólitos tem sido proposto como uma estratégia para aumentar ao menos um aspecto da 

tolerância para estas adversidades, o que pode promover profundos benefícios econômicos na 

agricultura. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

1- Houveram diferenças nas respostas fisiológicas e produtivas dos cinco eventos avaliados 

sob  condição de estresse hídrico severo  e estresse hídrico parcial. 

2- As plantas dos eventos avaliados sob condições de estresse severo e parcial apresentaram 

conteúdos maiores de prolina (1,16x a 1,62x mais), níveis menores de MDA e 

consequentemente os IEMs destas plantas foram maiores por demonstrarem um 

mecanismo mais eficiente de proteção das membranas celulares contra o estresse 

oxidativo. 

3- A percepção do estresse severo ocorreu a partir do 8º dia de restrição hídrica severa, 

enquanto que na restrição hídrica parcial, o início da percepção ocorreu após o 12º dia. 

4- Os resultados obtidos para os índices de produção foram similares entre plantas 

transgênicas dos diferentes eventos e controles sem transformação estressados 

5- As avaliações do efeito do estresse hídrico sob diferentes condições: desfolha estressada, 

desfolha parcialmente estressada e sem desfolha sobre os índices de produção não 

apresentaram diferenças significativas. 
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