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RESUMO GERAL 

 

Períodos de déficit hídrico são frequentes nas regiões áridas e semi-

áridas do Brasil, principalmente, na Região do Bioma Cerrados onde a cultura da 

cana-de-açúcar tem avançado a cada safra. Este estresse ambiental, quando per-

siste por longos períodos, pode causar perdas consideráveis de 50% ou mais na 

produtividade das culturas dependendo da sensibilidade da espécie e nível de 

estresse a que elas foram submetidas. Em resposta ao déficit hídrico, as plantas 

ativam mecanismos que auxiliam na redução da perda de água, reparo/proteção 

celular como consequência da eficiência do uso da água (EUA).  O presente 

trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a resposta molecular, fisiológica 

e fenotípica de plantas transgênicas de cana-de-açúcar, contendo a construção 

gênica ZmRab17::AtDREB2A CA sob condições de déficit hídrico em casa de 

vegetação. Oito eventos independentes foram obtidos via biobalística com efici-

ência de transformação de 3,3%. Análises de Southern blot dos eventos revela-

ram que o número de cópias do transgene variou de uma a mais de quinze. Plan-

tas transgênicas do evento 24.2 apresentaram taxas fotossintéticas 12 vezes mai-

ores do que as plantas não-transgênicas, no segundo dia após a suspensão da 

irrigação, mantendo taxas, significativamente, superiores até o terceiro dia. Ao 

final do experimento, as taxas fotossintéticas, para ambos os materiais, foi quase 

nula. O potencial hídrico foliar ao final do experimento das plantas transgênicas 

foi de -1,3 MPa, enquanto que as não-transgênicas de -2,0 MPa. O evento 24.2 

apresentou um teor de sacarose 33,8% maior que as plantas não-transgênicas. 

Além disso, o comprimento linear total do colmo foi aproximadamente 20% 

superior. O peso seco de parte aérea e de raízes, assim como as análises fenotípi-

cas de raiz por imagem não diferiram significativamente. Nestes resultados fo-

ram demonstrados que as plantas transgênicas de cana-de-açúcar do evento 24.2 

tiveram aumento na tolerância ao déficit hídrico sem comprometimento na pro-

dutividade.  

 

 

Palavras-chave:  Tolerância à seca.  Gene AtDREB2A CA.  Cana-de-açúcar.  

Estresses abióticos.  Rhizotron. 

 

 

 

 

 

 

 



GENERAL ABSTRACT 

 

Periods of drought are frequent in the arid and semi -arid regions of Bra-

zil, especially in the Cerrado biome where the sugarcane culture has advanced 

each season. When this environmental stress persists for long periods, it may 

cause the considerable loss of 50 % or more in crop yields, depending on the 

species’ sensitivity and the level of stress to which they were subjected. In re-

sponse to drought, plants activate mechanisms that assist in the reduction of 

water loss and cell repair/protection as a result of efficient water use (USA). 

This study aimed at evaluating the molecular, physiological and phenotypic 

responses of transgenic sugarcane plants, containing the ZmRab17 :: AtDREB2A 

CA gene construction, under water deficit conditions in a greenhouse. Eight 

independent events were obtained by biolistic with a 3.3% transformation effi-

ciency. Southern blot analysis of the events revealed that the number of 

transgene copies ranged from one to more than fifteen. Transgenic plants from 

the 24.2 event presented photosynthetic rates 12 times higher than the non-

transgenic plants on the second day after the irrigation suspension, maintaining 

significantly superior rates until the third day. At the end of the experiment, 

photosynthetic rates for both materials were almost nil. The leaf water potential 

of the transgenic plants at the end of the experiment was of -1.3 MPa, while for 

the non – transgenic plants was of -2.0 MPa. The 24.2 event presented sucrose 

content 33.8 % higher than the non-transgenic plants. In addition, the total linear 

length of the stem was approximately 20 % superior. The dry weight of shoots 

and roots, as well as the imaging phenotypic analysis of the roots did not differ 

significantly. These results demonstrated that the transgenic sugarcane plants of 

the 24.2 event had increased tolerance to water deficit without compromising 

productivity. 

  

  

Keywords:  Drought tolerance.  AtDREB2A CA gene.  Sugarcane.  Abiotic 

stresses.  Rhizotron. 

 



SUMÁRIO 

 

 PRIMEIRA PARTE 
1 INTRODUÇÃO ...................................................................................   11 
2 OBJETIVOS ........................................................................................   18 
2.1 Objetivo geral .......................................................................................   18 
2.2 Objetivos específicos ............................................................................   18 
3 REFERENCIAL TEÓRICO ..............................................................   20 
3.1 Importância econômica e setores envolvidos da cultura 

canavieira .............................................................................................   20 
3.2 Demanda mundial de cana-de-açúcar ...............................................   22 
3.3 Origem e disseminação mundial de Saccharum spp .........................   23 
3.4 Melhoramento genético de cana-de-açúcar .......................................   25 
3.4.1 Complexo poliploide e silenciamento gênico .....................................   26 
3.4.2 Variedade RB855156 - Características agromorfológicas ...............   27 
3.5 Estresses abióticos que comprometem a cultura da cana-de-

açúcar....................................................................................................   28 
3.6 Déficit hídrico .......................................................................................   28 
3.7 Plantas geneticamente modificadas (PGMs): Cenário e 

perspectivas ..........................................................................................   32 
3.7.1 Cana-de-açúcar geneticamente modificada ......................................   40 
3.8 Mecanismos moleculares de tolerância ao déficit hídrico ................   48 
3.8.1 Fatores de transcrição .........................................................................   52 
3.9 DREB2A ...............................................................................................   53 
3.9.1 Plantas transformadas com fatores de transcrição ..........................   54 
3.10 Gene induzido por estresse abiótico (ZmRab17) ...............................   57 
 REFERÊNCIAS ..................................................................................   58 
 SEGUNDA PARTE - ARTIGO ..........................................................   82 
 ARTIGO 1 Induced over-expression of atdreb2a ca improves 

drought tolerance in sugarcane ..........................................................   82 
 

 

 

 

 

 

 



11 

 

PRIMEIRA PARTE 

1 INTRODUÇÃO 

Em um contexto mundial, a população passa por uma problemática bas-

tante preocupante: mudanças climáticas (aquecimento global). Essa é ocasionada 

pela intensificação do efeito estufa. Esse atua no aquecimento da Terra, permi-

tindo a existência de vida no planeta e é causado a partir da radiação solar rece-

bida pela Terra, a qual parte é absorvida pela superfície terrestre (SILVA; PAU-

LA, 2009). 

A taxa de alteração da concentração de CO2 atmosférico, há 10.000 anos, 

foi duas vezes menor que o aumento antropogênico de CO2 desde a Revolução 

Industrial, iniciada em 1760 na Inglaterra, até os dias atuais. O uso crescente de 

combustíveis fósseis e as mudanças em larga escala do uso das terras resultaram 

no aumento das concentrações de gases de efeito estufa na atmosfera, afetando o 

clima global. Entre 1861 e 2000 a temperatura média mundial aumentou 0,6ºC 

(MACHADO, 2005). 

 Apesar destes fenômenos ocorrerem naturalmente, com o aumento da 

poluição, por meio de ações antrópicas, o efeito é intensificado, consequente-

mente, reforça todo o processo, desencadeando inúmeras implicações como: 

tempestades, inundações, seca (aumento da demanda por irrigação); salinização 

dos solos; perda da produtividade na agricultura; escassez de alimentos; aumento 

no custo dos alimentos; demanda por novos recursos agrícolas e energéticos 

renováveis. 

Além do aumento da temperatura, a água é um dos fatores ambientais 

que provoca maior limitação na produtividade (MARCINSKA et al., 2013). 

Crusiol, Carvalho e Farias (2012) descreveram que as oscilações na produtivida-
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de e na qualidade dos grãos da soja, por exemplo, estão relacionados com os 

períodos em que ocorreram déficit ou excesso de água. 

De acordo com dados da Food and Agriculture Organization of the Uni-

ted Nations - FAO (2013), desde 2004, os preços para a maioria dos grãos co-

meçaram a subir. Embora tenha havido um aumento da produção, a demanda foi 

maior. Outros fatos que reforçam a ideia da redução na distribuição de alimentos 

foram vivenciados nos anos de 2005, em que a produção de alimentos foi afeta-

da por incidentes meteorológicos extremos nos principais países produtores de 

alimentos. Em 2006, ano em que a produção mundial de cereais caiu 2,1% e 

2007, em que a elevação do preço do petróleo aumentou, também, os custos de 

fertilizantes e da produção alimentos. Portanto, aquecimento global e escassez 

hídrica demandam cada vez mais pesquisas direcionadas à resolução ou mesmo 

adaptação a este novo cenário. Logo, reduzir a emissão dos gases de efeito estu-

fa, responsáveis pelo aquecimento global, reflete na substituição dos combustí-

veis fósseis por fontes renováveis de energia.       

Neste cenário, a cultura de cana-de-açúcar seria interessante na geração 

de energia renovável. Globalmente, a cana-de-açúcar ocupa uma posição de 

destaque como cultura agroindustrial sendo cultivada amplamente nas regiões 

tropicais. Mais de 80% do açúcar mundial são produzidos, a partir de cana-de-

açúcar, principalmente, nos países em desenvolvimento e emergentes citados na 

Tabela 1. A produção garante renda a milhões de agricultores em muitas áreas 

rurais. De acordo com a União da Indústria de Cana-de-Açúcar - UNICA (2012), 

o setor sucroalcooleiro energético brasileiro criou 4,5 milhões de empregos dire-

tos e indiretos na área rural. Mais de 70 mil produtores trabalharam na safra 

2009/2010. A cana-de-açúcar é cultivada em mais de 20 milhões de hectares em 

121 países (Figura 1). Na safra 2009/10, a produção mundial foi de 1524,4 mi-

lhões de toneladas de cana-de-açúcar (Tabela 1).  
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Tabela 1 Maiores produtores de cana-de-açúcar e dados de produção (2009/2010) 

País Posição Açúcar  

(milhões ton) 

Colmos  

(milhões ton) 

Área colhida 

 (milhões ha) 

Produtividade 

 (ton/ha) 

Brasil 1 32,9 569,4 7,40 76,9 

Índia 2 16,1 272,0 4,41 61,7 

China 3 12,5 113,7 1,20 67,5 

Tailândia 4 7,5 66,4 1,00 66,5 

México 5 5,2 42,2 0,66 64,1 

Austrália 6 4,8 31,7 0,38 83,5 

Paquistão 7 3,5 51,5 1,00 52,0 

EUA 8 3,0 27,8 0,36 77,2 

Indonésia 9 2,9 25,3 0,33 76,7 

Colômbia 10 2,5 38,5 0,45 85,5 

Argentina 11 2,4 21,3 0,31 69,4 

África do sul 12 2,3 19,3 0,31 62,1 

Guatemala 13 2,2 20,1 0,22 91,6 

Total --- 97,8 1316,6 18,03 --- 

Mundo --- 117,5 1524,4 19,50 --- 

Fonte: Licht (2010) 
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Figura 1 Áreas sob cultivo com cana-de-açúcar no mundo. No total, 121 países 

produzem cana-de-açúcar para diversas finalidades, sendo a principal 

a produção de açúcar 

Fonte: UNICA (2012) 

 

O Brasil é o país com a matriz energética mais renovável do mundo. Em 

2012, as fontes energéticas renováveis somaram 44,1% da oferta interna de 

energia brasileira (BRASIL, 2007; EMPRESA DE PESQUISA ENERGÉTICA, 

2012). 

O país se destaca na produção de etanol (fonte de energia natural, reno-

vável e sustentável), a partir da cana-de-açúcar, pouco mais da metade da gaso-

lina consumida é substituída pelo etanol. É válido lembrar, também, que o uso 

do bagaço da cana-de-açúcar, para gerar eletricidade, pode alcançar, até 2020, 

um coeficiente de produção comparável à produção da usina de Itaipu (SOUZA, 

E. et al., 2010). 

A cultura canavieira é de grande importância econômica no agronegócio 

brasileiro e está entre as três culturas mais importantes do país, ficando atrás 

apenas do milho e da soja. A sacarose da cana-de-açúcar destina-se, fundamen-

talmente, à produção de açúcar e etanol. O bagaço, oriundo do processamento 

industrial, é utilizado na geração de vapor, para movimentar a usina e a energia 
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elétrica excedente é distribuída ao sistema elétrico nacional. Além disso, o baga-

ço de cana-de-açúcar pode ser aproveitado, ainda, para produção de ração ani-

mal.  

Apesar das perspectivas na cultura, a cana-de-açúcar, como outras com-

modities, também, sofre com os efeitos ambientais. Na safra 2011/2012 houve 

uma redução de 16% na produtividade, quando comparada com a média históri-

ca, podendo estar associada com períodos de seca, no meio do ano, florescimen-

to acentuado e geadas. Além disso, o teor de sacarose, também, foi afetado 

(CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA - CTC, 2012). Já na safra 

2012/13, a influência dos fatores ambientais confirmou-se na Região Nordeste 

que sofreu a maior seca dos últimos 40 anos e foi afetada na atividade sucroal-

cooleira, provocando descapitalização das usinas o que desestimulou o aumento 

da área plantada (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CO-

NAB, 2013). Entretanto, ainda segundo dados deste mesmo levantamento, as 

demais regiões produtoras, como a Região Centro-Sul apresentou acréscimo na 

produção de cana-de-açúcar que foi estimada em 594,07 milhões de toneladas, 

11,5% maior que a produção da safra anterior. 

As tecnologias genômicas podem oferecer ferramentas biotecnológicas 

úteis, para um melhor entendimento sobre o estresse, bem como soluções para 

mitigar as mudanças ambientais. Plantas geneticamente modificadas represen-

tam uma oportunidade de minimizar os danos causados pela escassez de água 

(entre outros fatores abióticos/bióticos) com o intuito de maximizar a produção 

em áreas marginais ou tradicionais afetadas cada vez mais pelo clima.  

A engenharia genética, como um ramo da tecnologia genômica, é útil 

como auxílio ao melhoramento genético tradicional, facilitando a obtenção de 

caracteres agronômicos de interesse não encontrados naturalmente, ou ainda, de 

difícil introgressão na cultura, pelos métodos de melhoramento convencional. 

Deste modo, desenvolver ferramentas biotecnológicas (identifica-
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ção/caracterização de promotores, genes, entre outros) e variedades de cana-de-

açúcar tolerantes a diversos tipos de estresses ambientais é de grande importân-

cia no aspecto produtivo (maximizar o uso do solo e seus atributos nas áreas já 

plantadas) e expansão das áreas agricultáveis. 

Plantas geneticamente modificadas já foram geradas e analisadas para 

diversos genes de interesse em várias espécies no Brasil. Tais estudos conferi-

ram às plantas-alvo características de resistência e tolerância, aplicadas ao mer-

cado agrícola, que obtiveram parecer positivo para comercialização pela Comis-

são Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio), têm-se alguns exemplos 

como: soja (Intacta RR2 PRO - Monsanto 2010) tolerante à herbicida e resisten-

te a insetos; algodão (Bolgard I Roundup Ready - Monsanto 2009) tolerante à 

herbicida e resistente a insetos; algodão (GlyTol - Bayer 2010) tolerante à herbi-

cida; milho (TL TG Viptera - Syngenta 2010) resistente à insetos e tolerante a 

herbicida. Recentemente, foi lançado pela Embrapa (Empresa Brasileira de Pes-

quisa Agropecuária) o feijão transgênico (Embrapa 5.1), o qual teve como base a 

tecnologia do RNAi (RNA interferente) que conferiu à planta resistência ao 

vírus do mosaico dourado do feijoeiro (COMISSÃO TÉCNICA DE BIOSSE-

GURANÇA - CTNBIO, 2013). 

Plantas modelo como tabaco, Arabidopsis e arroz foram, geneticamente, 

modificadas e, posteriormente, avaliadas visando à elucidação dos mecanismos 

fisiológicos e moleculares relacionados à tolerância a diferentes estresses abióti-

cos mediante fatores de transcrição.  

Os fatores de transcrição (FTs) são proteínas reguladoras que se ligam a 

sequências nucleotídicas específicas localizadas a montante das regiões promo-

toras de genes e, por meio dessa ligação, podem ativar ou reprimir a transcrição 

dos genes. Os FTs atuam ativando uma cascata de genes funcionais, os quais 

serão responsáveis por desencadear nas plantas reações químico-fisiológicas que 

podem minimizar os efeitos do estresse a que o vegetal está sendo submetido. Os 
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FTs, por sua vez, são ativos, quando a planta está exposta a algum fator ambien-

tal ou biológico adverso, por exemplo, déficit hídrico, excesso de sais, alta/baixa 

temperatura, ataque por insetos-praga e doenças (DAVIDSON, 2006). 

Desta forma, a obtenção de variedades de cana-de-açúcar com a expres-

são estresse-induzida do fator de transcrição AtDREB2A CA representa uma 

estratégia promissora, para aumentar a tolerância aos estresses ambientais, além 

de fornecer um importante material tanto para estudos sobre mecanismos de 

tolerância a estresses abióticos como para utilização direta no sistema agrícola 

nacional. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar plantas de cana-de-

açúcar contendo a construção gênica ZmRab17::AtDREB2A CA em condições 

de déficit hídrico. 

2.2 Objetivos específicos 

a) Obter eventos de cana-de-açúcar variedade RB855156 com a cons-

trução gênica ZmRab17::AtDREB2A CA via bombardeamento de ca-

los embriogênicos.  

b) Avaliar o número de inserções do transgene AtDREB2A CA por 

Southern blot em diferentes eventos, previamente selecionados, con-

siderando testes de resistência ao herbicida Finale
®
 (glufosinato de 

amônio) e PCR convencional.  

c) Quantificar, por RT-qPCR, a expressão dos genes AtDREB2A CA; 

galactinol synthase (GOLS), SCDR2 e SCDR4 de cana-de-açúcar em 

resposta ao déficit hídrico.  

d) Avaliar os parâmetros fisiológicos como a taxa fotossintética (A), 

condutância estomática (gs), taxa de transpiração (E), concentração 

interna de CO2 (Ci), potencial hídrico foliar (L) e conteúdo relativo 

de água (CRA), além dos fitotécnicos (comprimento linear total do 

colmo, comprimento dos entrenós, pesos seco e fresco da parte aérea 

e raiz, comprimento e diâmetro de raiz) do evento 24.2 em sistema 

de rhizotron. 
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e) Determinar o conteúdo de sacarose nas plantas de cana-de-açúcar 

transgênicas (evento 24.2) e não transgênicas sob condições de défi-

cit hídrico em sistema de rhizotron. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 Importância econômica e setores envolvidos da cultura canavieira 

A cana-de-açúcar possui grande relevância na economia brasileira. Esta 

cultura se destaca como sendo representante de uma nova tendência mundial, a 

sustentabilidade. Nessa vertente de qualidade ambiental, a cana-de-açúcar gera 

energia renovável, o que agrega valor ao produto. Segundo Borba e Bazzo 

(2009), além do setor energético, a cana-de-açúcar é utilizada, tradicionalmente, 

para produção de açúcar e seu bagaço na geração de vapor para movimentar a 

usina e o excedente gerar energia elétrica ao sistema elétrico nacional ou, ainda, 

pode ser utilizado na fabricação de ração animal. A espécie pode ser aplicada 

ainda de variadas maneiras: como matéria-prima para a fabricação de rapadura, 

melado, aguardente, participa na produção de plástico verde e de farneseno 

(Amyris) a partir do melaço. 

O PIB (Produto Interno Bruto) do setor sucroenergético foi estimado em 

R$ 57,33 bilhões,  em 2010, equivalente a 1,6% do PIB nacional, 7,0% do PIB 

agropecuário e 9,9% do PIB da agricultura. A análise do PIB setorial indica que, 

no mesmo ano, o etanol vendido no mercado interno representou 49,3% do total 

produzido; o açúcar no mercado externo representou 35,0% enquanto no merca-

do interno foi de 11,8% (CONFEDERAÇÃO NACIONAL DA INDÚSTRIA - 

CNI, 2012). 

Dentre os principais países produtores, encontram-se a Índia, China, Tai-

lândia e Austrália, sendo o Brasil o primeiro no ranking mundial. Estima-se que, 

para a safra 2013/14, a cultura da cana-de-açúcar continuará em expansão. A 

previsão é de que o Brasil tenha um acréscimo na área de cerca de 410 mil hec-

tares, equivalendo a 4,8% em relação à safra 2012/13. São Paulo, Minas Gerais, 

Goiás e Mato Grosso do Sul deverão ser os Estados com maior acréscimo de 
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áreas com 141,4 mil hectares, 106,1 mil hectares, 101,1 mil hectares e 43,5 mil 

hectares, respectivamente (CONAB, 2013). 

A expansão do setor sucroenergético trouxe um avanço na economia 

brasileira. Desde 2005, entraram em operação 117 novas unidades produtoras de 

açúcar, etanol e bioeletricidade. O impacto da construção dessas novas unidades 

impulsionou outros setores da economia, como construção civil, siderurgia, fa-

bricação de máquinas e tratores e outros bens de capital, fertilizantes, produtos 

de proteção ao cultivo e outros (CNI, 2012). Embora em uma estimativa da pro-

dução agrícola de novembro de 2012 em relação a 2011, a cultura apresentou 

uma variação negativa de -7,6% (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA 

E ESTATÍSTICA - IBGE, 2013). 

Segundo a Associação Nacional dos Fabricantes de Veículos Automoto-

res (ASSOCIAÇÃO NACIONAL DOS FABRICANTES DE VEÍCULOS AU-

TOMOTORES - ANFAVEA, 2013), 87% dos veículos leves vendidos no Brasil, 

atualmente, têm motor flex fuel. Isso amplia a possibilidade da escolha do com-

bustível a ser utilizado pelo consumidor e garante ao mesmo a oportunidade de 

ser ativo ecologicamente, ao passo de fazer uso de um combustível que muitas 

vezes torna-se mais barato do que a tradicional gasolina.  

A participação de automóveis flex, segundo dados da ANFAVEA 

(2013), aumentou cerca de 80% de 2005 para 2012. Atualmente, a frota de veí-

culos com este tipo de fonte energética em circulação já ultrapassa 12 milhões 

de unidades. Entretanto, o aumento na produção de etanol foi pouco significati-

vo no mesmo ano, enquanto em 2011/2012 foram produzidos 22.857.589,2 mi-

lhões de litros, em 2012/2013 foi de 23.956.381,5 milhões de litros (CONAB, 

2012). 

No ano de 2030, de acordo com as estimativas, a cana-de-açúcar e seus 

derivados passarão a ser a segunda fonte de energia mais importante da Matriz 

Energética Brasileira, com 18,5% de participação (BRASIL, 2007). 
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A demanda mundial por etanol como combustível e energia renovável, 

torna-se mais necessária e de grande interesse internacional. Desde 1987, países 

membros da União Europeia já fazem uso do etanol, neste mesmo ano o governo 

francês promulgou uma lei que permitiu a mistura de 3 a 15% de oxigenados 

orgânicos ao petróleo (gasolina) e em 1992 concedeu incentivos ao uso do etanol 

por meio de uma taxa doméstica. A Espanha, também, passou a utilizar etanol na 

mistura do combustível em 1995 (LANNEREE; MONIER, 2000). 

Com a implantação dos programas de bioetanol em diversos países, 

acredita-se em um aumento no comércio exterior de etanol combustível, isso, em 

um panorama do mercado brasileiro. O Japão, por exemplo, não terá condições 

de produzir etanol a partir de arroz suficiente para suprir a sua demanda energé-

tica. Assim, o Brasil poderá ser o principal fornecedor deste combustível nos 

próximos anos. O Conselho Europeu sugeriu a utilização de combustíveis deri-

vados de fontes agrícolas (biocombustíveis), sendo esta a tecnologia com maior 

potencial no curto e médio prazo. O setor sucroalcooleiro do Brasil, pelo merca-

do de etanol hidratado mostrou-se com maior potencial de crescimento (FI-

GUEIRA; BURNQUIST, 2008). 

3.2 Demanda mundial de cana-de-açúcar 

De acordo com o Instituto de Pesquisa Econômica Aplicada - IPEA 

(2013) um estudo realizado pelo Centro de Gestão e Estudos Estratégicos 

(CGEE) e pela Agência Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI), em 

abril de 2006, indica que o consumo mundial de etanol combustível passará de 

26 bilhões de litros atuais para 205 bilhões em 2025. Dentre a demanda mundial, 

quarenta países já misturam o etanol à gasolina com o intuito de reduzir a emis-

são de gases que provocam efeito estufa e a dependência de petróleo importado.  
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Combustíveis que utilizam o etanol proveniente tanto de cereais, celulo-

se quanto da cana-de-açúcar são cerca de 50% menos poluentes que a gasolina. 

A mistura de 10% de etanol à gasolina já adotada como política em diversos 

países diminui em até 19% a emissão dos gases relacionados ao efeito estufa. É 

válido ressaltar que o etanol gera energia consideravelmente maior do que a 

necessária no seu ciclo produtivo: no caso da cana-de-açúcar, cada unidade de 

energia fóssil utilizada no processo gera 8,3 unidades de energia renovável. Já o 

combustível derivado do milho gera apenas 1,4 unidades de energia renovável 

para cada unidade de energia fóssil, isso significa a menor eficiência no balanço 

energético (IPEA, 2013). 

Deste modo, a produção de cana-de-açúcar torna-se uma fonte de ener-

gia potencial do mercado interno nacional, uma vez que a demanda desta com-

modity cresce. Isso implica garantir reduções na perda da produtividade, a partir 

de investimentos em tecnologia de campo e avanços na área genômica visando a 

uma planta resistente ou tolerante a estresse ambientais. 

3.3 Origem e disseminação mundial de Saccharum spp 

A cana-de-açúcar pertence à divisão Mognoliphyta, classe Liliopsida, 

subclasse Commilinidae, ordem Cyperales, família Poaceae, sub-família Pani-

coideae, tribo Andropogoneae e gênero Saccharum. É uma monocotiledônea 

alógama e semi-perene (CESNIK; MIOCQUE, 2004; CHEAVEGATTI-

GIANOTTO et al., 2011; JANNOO et al., 1999). 

De acordo com Daniels, Smith e Paton (1975), a cana-de-açúcar (Sac-

charum spp.) é considerada uma planta nativa do arquipélago Malaio, Nova 

Guiné, ou de alguma ilha da Malanésia ou Polinésia. Brandes (1926), após ex-

pedição em Papua Nova Guiné, para coleta de germoplasma, verificaram que a 

região apresentava grande diversidade populacional de Saccharum. Além disso, 
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registraram a ocorrência endêmica da espécie S. robustum, considerada ancestral 

selvagem de S. officinarum. Esta espécie foi disseminada em várias ilhas do 

Pacífico por meio das migrações náuticas. Em seguida, atingiu o sudeste asiático 

na região conhecida como Indochina (região conhecida como Vietnã, Laos e 

Camboja), migrando depois para Malásia, Bengala, China e finalmente Índia 

(MIRANDA, 2008). 

Estudo sobre a diversidade genética, realizado por Jannoo et al. (1999), 

em 162 clones de cana-de-açúcar por RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism), mostrou que Nova Guiné seria o provável centro de origem da 

espécie. Ainda, de acordo com Miranda (2008), após a invasão dos persas à Ín-

dia no século VI a.C., a cana-de-açúcar foi levada para a Mesopotâmia onde foi 

aprimorada a técnica de produção do açúcar na forma cristalizada. Posteriormen-

te, em 637 d.C., os árabes descobriram a produção açucareira dos persas. Assim, 

o oriente foi o maior fornecedor de açúcar para o ocidente. Em virtude da posi-

ção geográfica privilegiada de Portugal, a passagem de navios carregados de 

mercadorias era obrigatória e, dessa forma, a introdução do cultivo da cana-de-

açúcar na Ilha da Madeira foi estimulada. O clima favoreceu a produção tanto de 

açúcar quanto de mudas que foram levadas para as Américas Central e do Sul, 

principalmente, para o Brasil. 

Contudo, estes relatos ainda são controversos e outros estudos ainda de-

vem ser realizados para confirmação do real centro de origem da espécie e seus 

gêneros correlacionados (CESNIK; MIOCQUE, 2004). 

As primeiras mudas de cana-de-açúcar que chegaram ao Brasil foram 

plantadas na capitania de São Vicente, região onde hoje se localiza o estado de 

São Paulo. Ao longo das décadas, esta cultura foi introduzida em outros estados 

localizados ao nordeste do país, principalmente nas regiões costeiras entre a 

Bahia e Pernambuco (MIRANDA, 2008). 
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A cana-de-açúcar atualmente cultivada é originária de um cruzamento 

entre S. officinarum e S. spontaneum o que aumentou a produtividade e a resis-

tência a doenças dos clones atualmente cultivados. O sucesso do cultivo da cana-

de-açúcar se deve à utilização de variedades, obtidas por meio de melhoramento 

genético tradicional, desenvolvidas pelos centros de pesquisa e estações experi-

mentais (CESNICK; MIOCQUE, 2004; SACILOTO, 2003). 

3.4 Melhoramento genético de cana-de-açúcar 

Segundo Matsuoka, Ferro e Arruda (2009), o melhoramento genético di-

recionado para tolerância à seca em cana-de-açúcar tem avançado no desenvol-

vimento de variedades com bom desempenho em campo. Entretanto, o melho-

ramento clássico demanda tempo, além da cultura apresentar um estoque genéti-

co limitado relacionado à tolerância à seca nos bancos de germoplasma atuais da 

cultura. Consequentemente, a junção de ferramentas biotecnológicas e de enge-

nharia genética na cultura de cana-de-açúcar será fundamental para a expansão 

do setor em áreas não tradicionais (SUPRASANNA et al., 2011). 

O genoma da cana-de-açúcar, por questões de complexidade, impõe 

grandes desafios para o desenvolvimento de cultivares cada vez mais produtivos. 

Além disso, limita a utilização das sementes, via propagação sexual, por ser um 

híbrido poliploide. Isto limita ganhos genéticos em programas de melhoramento 

convencional, mesmo direcionando cruzamentos com parentais selecionados e 

avaliando centenas de milhares ou mesmo milhões de progênies em ensaios de 

campo em grande escala (ABROUK et al., 2010; MATSUOKA; FERRO; AR-

RUDA, 2009). 

Além disso, a família Poaceae necessita de estudos aprofundados quanto 

aos mecanismos de incompatibilidade. A vasta complexidade embutida nesta, 

dentro dos cruzamentos entre espécies parentes, é, provavelmente, pela variabi-
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lidade das interações alélicas. Sua principal função é promover o cruzamento 

entre indivíduos não parentais (CESNIK; MIOCQUE, 2004). 

A incompatibilidade no gênero Saccharum é bem conhecida dos geneti-

cistas, entretanto foi pouco investigada. A auto-incompatibilidade foi mais de-

terminada em S. rubustum. Já a macho-esterilidade ocorre mais frequente em 

plantas descendentes de S. sinense e S. barberi do que em S. officinarum. Em 

programas de melhoramento, a macho-esterilidade possui uma importância mui-

to grande (CESNIK; MIOCQUE, 2004). 

3.4.1 Complexo poliploide e silenciamento gênico 

O melhoramento clássico bem como a transgenia em cana-de-açúcar por 

ser uma cultura monocotiledônea e poliploide tornam-se processos bastante 

complexos e difíceis. O silenciamento gênico é percebido com evidência em 

cana-de-açúcar, após a inserção de construções gênicas diversas em seu comple-

xo genoma poliploide (ROBERT et al., 2010). As cultivares no mundo são resul-

tado do cruzamento entre S. officinarum, contendo número de cromossomos 

igual a 10 e constituição cromossômica de 2n=80 e S. spontaneum contendo 8 

cromossomos e constituição cromossômica de 2n=40-128. Os híbridos inespecí-

ficos entre estas duas espécies resultaram em uma complexa constituição cro-

mossômica, variando de 2n=100-130. Os híbridos preservam intactos 15-25% 

dos cromossomos herdados de S. spontaneum e 60-70% herdados de S. offici-

narum. Aproximadamente de 5-10% são provenientes de cromossomos recom-

binantes entre estas duas espécies (HONT et al., 1996, 1998; MATSUOKA; 

FERRO; ARRUDA, 2009). 

Conforme Baulcombe e English (1996), o silenciamento gênico em 

plantas envolve mecanismos de defesa do próprio vegetal. Estes processos evo-

luíram para a defesa da planta contra vírus e transposons. Além disso, é possível 
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que o silenciamento gênico seja um mecanismo de controle associado à explora-

ção da poliploidia em processos evolutivos e de desenvolvimento da planta 

(LEITCH; BENNETT, 1997; TRAAS et al., 1998). 

Uma ocorrência comum com consequências negativas para a transgenia 

de plantas é o silenciamento coordenado de várias cópias do gene-alvo em uma 

célula. Pode haver, ainda, silenciamento do transgene em regiões hipermetiladas 

(MATZKE; MATZKE, 1998a, 1998b). 

3.4.2 Variedade RB855156 - Características agromorfológicas 

A variedade RB855156 foi obtida de um cruzamento entre RB72454 x 

TUC71-7 em 1985. Destacou-se pela precocidade de maturação, na fase experi-

mental (MATSUOKA et al., 1995). 

Esta variedade apresenta elevado perfilhamento, principalmente na soca, 

colmos eretos, mas decumbentes na fase adulta, empalhados, de diâmetro fino a 

médio e de cor verde-clara. Exibe palmito de tamanho regular, folhas de largura 

média longas, arqueadas no terço superior, verdes opacas, com bastante joçal na 

bainha e decíduas. Os colmos têm crescimento ereto, diâmetro médio a fino, 

com internódios dispostos em leve zig-zag. A gema é de formato romboide 

(MATSUOKA et al., 1995). Pode apresentar falha de brotação inicial em algu-

mas situações ainda não identificadas. Contudo, é bastante resistente às princi-

pais doenças: carvão, escaldadura-das-folhas, estria vermelha, ferrugem e mo-

saico (MATSUOKA et al., 1995). 

As variedades RB (República do Brasil) ocupam 62% do total dos cana-

viais do Brasil (REDE INTERUNIVERSITÁRIA PARA O DESENVOLVI-

MENTO DO SETOR SUCROENERGÉTICO - RIDESA, 2012). Um facilitador 

no sistema produtivo da cana-de-açúcar no país é o sistema de colheita mecani-

zada que representou 37% da safra 2008, hoje esse índice ultrapassa 90% na 
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região Centro-sul do Brasil, isso indica um grande avanço no fechamento do 

ciclo agrícola (CTC, 2011). 

3.5 Estresses abióticos que comprometem a cultura da cana-de-açúcar 

No Brasil, dentre estes fatores ambientais adversos (déficit hídrico, sali-

nidade, baixas e altas temperaturas, inundação, poluentes e radiação) o déficit 

hídrico é o que mais afeta de maneira negativa o crescimento, metabolismo e 

produtividade da cana-de-açúcar. Assim, seus efeitos nas plantas incluem redu-

ção nas taxas de assimilação de CO2, tamanho das células foliares, taxa de trans-

piração, potencial de água na planta, taxa de crescimento e abertura estomática 

(LAWLOR, 2013). Nos últimos anos no país segue uma tendência à expansão de 

áreas agricultáveis, contudo, as regiões que mais sofrem com estas ocorrências 

de longos períodos sem água, regiões áridas e semi-áridas, não conseguem avan-

çar no aumento de área para cultivo, além de prejuízos econômicos em conse-

quência da perda da produtividade (CONAB, 2013). 

3.6 Déficit hídrico 

O déficit hídrico é um agravante quando se trata da queda na produtivi-

dade das culturas, acarretando em grandes perdas no mundo todo. Os danos ce-

lulares (metabólicos, bioquímicos e fisiológicos) provocados pelo estresse, com-

prometem o desenvolvimento da planta e isso dependerá da intensidade, duração 

e, principalmente, da fase do ciclo de vida em que ocorre. Tais danos podem 

tornar-se irreparáveis e irreversíveis podendo levar à morte vegetal. Os prejuízos 

causados pela seca nas plantas demandam dos produtores investimentos em téc-

nicas de manejo como a irrigação, e isso, dependendo da qualidade da água e da 

região de instalação do sistema, ocasiona outros problemas, como a alta concen-
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tração de sais no solo. Consequentemente, o produtor passa agora a ter dois pro-

blemas: estresse por déficit hídrico e estresse salino. 

Após a percepção e transmissão de sinais, em decorrência da seca nas 

plantas, há um aumento na concentração de ácido abscísico (ABA) no xilema, o 

qual controla inúmeras respostas adaptativas ao estresse, ativando genes ligados 

ao ajustamento osmótico, compartimentação iônica, crescimento e modulação 

das raízes e sua condutividade hidráulica, limita a taxa de transpiração, controla 

a desidratação, induz o fechamento estomático e diminuição do crescimento 

foliar. Essa é uma resposta precoce e a mais sensível ao déficit hídrico (BLUM, 

1997; HANSON; HITZ, 1982; HSIAO, 1973; POSPÍŠILOVÁ et al., 2009; 

RUGGIERO et al., 2004; SALISBURY; ROSS, 2013; VERSLUES; ZHU, 

2005). O ABA controla a expressão de vários genes sob condições de desseca-

ção e estresse osmótico (INGRAM; BARTLES, 1996). Já a resposta na raiz é 

distinta, ao contrário do que ocorre na parte aérea, há expansão do sistema radi-

cular, pois o ABA inibe a síntese de etileno local (BLUM, 1997; HANSON; 

HITZ, 1982; HSIAO, 1973). Na porção aérea da planta, ocorre um aumento das 

taxas de citocininas e auxinas, protegendo o aparato fotossintético e cloroplastos, 

amenizando o efeito do déficit hídrico permitindo recuperação mais rápida da 

planta frente ao estresse (KRAMER; BOYER, 1995; YORDANOV; VELIKO-

VA; TSONEV, 2000). 

O fechamento estomático é o primeiro processo a ser ativado em respos-

ta à seca, isso evitando a cavitação e falha no sistema de condução hídrica 

(CHAVES, 1991). Esta etapa resulta na menor absorção de dióxido de carbono 

(CO2) e, consequentemente, queda na taxa fotossintética, mas nem sempre essa 

queda é resultado da redução do fechamento estomático (MANSFIELD; DAVI-

ES, 1981). As mudanças na atividade fotossintética podem estar associadas aos 

danos de membrana nas células do mesofilo, a diminuição no teor de clorofila 

ou, ainda, alteração na síntese e transporte de assimilados (CORNIC; MASSA-
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CCI, 1996). Este decréscimo na taxa de fotossíntese líquida sob estresse, tam-

bém, está relacionado com danos bioquímicos de natureza não-estomática, cau-

sada pela oxidação dos lipídios encontrados no cloroplasto e às mudanças na 

estrutura dos pigmentos e proteínas. O estresse por déficit hídrico provoca um 

aumento no conteúdo de espécies reativas de oxigênio (ROS) causando danos à 

membrana celular (DHANDA; SETHI; BEHL, 2004; LI; JIAO; WANG, 2004; 

MILLER et al., 2010; RAUF et al., 2007; SHAO et al., 2005; YORDANOV; 

VELIKOVA; TSONEV, 2000). 

De acordo com estudos de Miller et al. (2010), Neill et al. (2002) e Tute-

ja et al. (2011), as enzimas superóxido dismutase (SOD), glutationa redutase 

(GR), peroxidases (POX) e outras redutases são ativadas em resposta ao estresse 

oxidativo induzido pelo déficit hídrico. O efeito negativo das ROS, também, 

pode ser atenuado pela presença de compostos antioxidantes (e.g. ascorbato, 

glutationa, tocoferol e carotenoides) (DESIKAN et al., 2004). 

A produção de ROS no fotossistema II (PS2) causa danos nas membra-

nas dos tilacoides, e são produzidas quando os elétrons da molécula de água são 

transferidos ao oxigênio. Os cloroplastos são as organelas mais suscetíveis ao 

estresse oxidativo, principalmente em razão da elevada concentração de oxigê-

nio no interior dos mesmos (CORNIC; BRIANTAIS, 1991; CORNIC; MAS-

SACCI, 1996). 

Em plantas estressadas, o ajuste osmótico pode ocorrer, a partir do acú-

mulo de solutos orgânicos de baixo peso molecular, aminoácidos livres e íons 

inorgânicos. Os osmólitos mais comumente encontrados são os carboidratos 

solúveis (sacarose, frutose e glicose) e prolina, apesar dos íons inorgânicos tam-

bém contribuírem para o ajustamento osmótico (Na
+
, NO3

-
, SO4

-
, K

+
, Cl

-
, Ca

+
) 

(CHEN; JIANG, 2010). O acúmulo de prolina é uma característica marcante em 

muitas espécies sob deficiência hídrica (BANDURSKA, 2000; BANDURSKA; 

GO´RNY; ZIELEZIN´SKA, 2008; DACOSTA; HUANG, 2006; JAVADI; AR-
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ZANI; EBRAHIMZADEH, 2008). Este aminoácido regula o acúmulo de nitro-

gênio utilizável, é osmoticamente ativo e contribui para a estabilidade de mem-

branas (OZTURK; DEMIR, 2002). Além disso, a prolina pode agir como uma 

molécula sinalizadora e reguladora capaz de ativar múltiplas respostas, que são 

elementos do processo de adaptação e tolerância. Outra função importante é a 

capacidade antioxidante, estabilizando ROS e ainda a ativação de enzimas de 

desintoxicação de vias alternativas (MATYSIK et al., 2002; RUGGIERO et al., 

2004; SZABADOS; SAVOURE, 2010). 

Além dos osmoprotetores citados acima, existem moléculas cuja função 

é igualmente importante na proteção da estrutura celular ao longo do período de 

estresse, são o grupo das chaperonas que inclui as proteínas: LEA (Late Em-

bryogenesis Abundant Proteins) e DHN (dehidrinas). Em relação às primeiras, 

têm-se como exemplo as proteínas de choque térmico HSP (Heat-Shock Pro-

teins), as quais atuam na ativação do sistema de reparo das membranas, além de 

participarem da síntese, degradação, transporte, maturação e proteção de proteí-

nas em vários tecidos e em estádios de maturidade também distintos, pode ainda 

recuperar a forma original de proteínas inativadas pela dessecação (BOHNERT 

et al., 2001; SEKI et al., 2001; ZHU, 2001). 

As proteínas LEA desempenham um papel de proteção, ativam o siste-

ma de reparo de danos das membranas celulares. Estas proteínas são hidrofílicas 

e ligam-se fortemente à água. Sua função pode estar associada à capacidade de 

reter água e deste modo evitar a cristalização de proteínas e outras moléculas 

importantes durante períodos de seca (BOHNERT et al., 2001; SEKI et al., 

2001; ZHU, 2001). 

Já as dehidrinas, estabilizam macromoléculas permitindo o crescimento 

celular em raízes sob déficit hídrico e assim como outras chaperonas atuam na 

proteção de proteínas contra agentes desnaturantes, mediante a captura de íons e 
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reestabelecimento das pontes de hidrogênio, o que auxilia na estabilidade de 

membrana (CHAVES; OLIVEIRA, 2004). 

A eficiência no uso da água (EUA), também, é uma estratégia para me-

lhorar o desempenho das culturas, não só por uma diminuição da condutância 

estomática, mas também pelo aumento da capacidade fotossintética (MAR-

CINSKA et al., 2013). 

3.7 Plantas geneticamente modificadas (PGMs): Cenário e perspectivas 

As culturas geneticamente modificadas, nos países em desenvolvimento, 

cresceram cerca de 50% em 2011. O Brasil ocupa o segundo lugar, fica atrás 

apenas dos Estados Unidos (EUA) em área plantada de transgênicos do mundo, 

com 30,3 milhões de hectares, e está emergindo como um líder global em cultu-

ras biotecnológicas. O país sofreu um aumento de 4,9 milhões de hectare, equi-

valente a um aumento ano a ano de 20 % (INTERNATIONAL SERVICE FOR 

THE ACQUISITION OF AGRI-BIOTECH APPLICATIONS - ISAAA, 2013). 

No Brasil, os estados que mais utilizam a tecnologia da transgenia em 

suas culturas de interesse são: Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Paraná e Goiás. 

Trinta e seis variedades transgênicas de milho, soja, algodão, feijão foram apro-

vadas no Brasil, incluindo tolerantes a herbicidas e resistência a pragas e doença 

(Tabela 2). Nos EUA, o plantio comercial de híbridos de milho geneticamente 

modificados (GM) para tolerância à seca está previsto para 2013, podendo che-

gar ao Brasil em 2015 (MONSANTO, 2013). 
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Tabela 2 Resumo Geral de Plantas Geneticamente Modificadas aprovadas para Comercialização 

Produto 
Nome 

 Comercial 
Eventos 

Organismo  

Doador 
Característica Requerente 

Ano de 

Aprovação 

Soja 

Roundup Ready GTS-40-3-2 
Agrobacterium 

tumefaciens 
Tolerante à Herbicida Monsanto 1998 

Cultivance BPS-CV-127-9 
Arabidopsis thalia-

na 
Tolerante à Herbicida 

BASF & 

Embrapa 
2009 

Liberty Link TM A5547-127 
Streptomyces viri-

dochromogenes 
Tolerante à Herbicida Bayer 2010 

Liberty Link TM A2704-12 
Streptomyces viri-

dochromogenes 
Tolerante à Herbicida Bayer 2010 

Intacta RR2 PRO MON87701 &  Agrobacterium  Tolerante à Herbicida e  Monsanto 2010 

 
MON89788 

tumefaci-

ens/Bacillus thu-

ringiensis 

Resistência a insetos 
  

       

Milho 

 

Yield Gard MON810 
Bacillus thurin-

giensis 
Resistente a insetos Monsanto 2007 

Liberty Link T25 
Streptomyces viri-

dochromogenes 
Tolerante à Herbicida Bayer 2007 

TL Bt 

Bacillus 

gien-

sis/Streptomyces 

viridochromogenes 

Resistente a insetos e 

Tolerante à herbicidas 
Syngenta 2007 
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“Tabela 2, continuação” 

 

Produto 
Nome 

 Comercial 
Eventos 

Organismo  

Doador 
Característica Requerente 

Ano de 

Aprovação 

 

 

 

 

 

 

 

Milho 

 

 

 

 

 

Roundup Ready 2 NK603 
Agrobacterium 

tumefaciens 
Tolerante à Herbicida Monsanto 2008 

TG GA21 Zea mays Tolerante à Herbicida Syngenta 2008 

Herculex TC1507 

Bacillus 

gien-

sis/Streptomyces 

viridochromogenes 

Resistente a insetos e 

Tolerante à herbicida 

Dow Agros-

ciences 
2008 

YR YieldGard/RR2 
NK603 & 

MON810 

Agrobacterium 

tumefaci-

ens/Bacillus thu-

ringiensis 

Tolerante à Herbicida e 

Resistência a insetos 
Monsanto 2009 

TL/TG Bt11 & GA21 

Bacillus thurin-

giensis/Streptomyc

es viridochromo-

genes/Zea Mays 

Tolerante a Herbicida e 

Resistência a insetos 
Syngenta 2009 

Viptera-MIR162 MIR162 
Bacillus thurin-

giensis 
Resistente a Insetos Syngenta 2009 
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“Tabela 2, continuação” 

 

Produto 
Nome 

 Comercial 
Eventos 

Organismo  

Doador 
Característica Requerente 

Ano de 

Aprovação 

Milho 

HR Herculex/RR2 
TC1507 & 

NK603 

Bacillus 

gien-

sis/Strepomyces 

viridrochromoge-

nes/Agrobacterium 

tumefaciens 

Resistente a Inseto e 

Tolerante à Herbicida 
Du Pont 2009 

Pro MON89034 
Bacillus thurin-

giensis 
Resistente a insetos Monsanto 2009 

TL TG Viptera 
Bt11 & MIR162 

& GA21 

Bacillus thurin-

giensis/Streptomyc

es viridochromo-

genes/Zea Mays 

Resistente a insetos e 

Tolerante à herbicida 
Syngenta 2010 

PRO2 
MON89034 7 

NK603 

Bacillus 

gien-

sis/Agrobacterium 

tumefaciens 

Resistente a insetos e 

Tolerante à herbicida 
Monsanto 2010 

Yield Gard VT MON88017 

Agrobacterium 

tumefaci-

ens/Bacillus thu-

ringiensis 

Tolerante à Herbicida e 

Resistência a insetos 
Monsanto 2010 
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“Tabela 2, continuação” 

 

Produto 
Nome 

 Comercial 
Eventos 

Organismo  

Doador 
Característica Requerente 

Ano de 

Aprovação 

Milho 

Power Core 

PW/Dow 

MON89034 & 

TC1507 & 

NK603 

Bacillus 

gien-

sis/Streptomyces 

viridochromoge-

nes/Agrobacterium 

tumefaciens 

Resistente a insetos e 

Tolerante à herbicida 

Monsanto e 

Dow Agros-

ciences 

2010 

HX YG RR2 

MON810 & 

TC1507 

&NK603 

Bacillus 

gien-

sis/Streptomyces 

viridochromoge-

nes/Agrobacterium 

tumefaciens 

Tolerante à Herbicida e 

Resistência a insetos 
Du Pont 2011 

TC1507xMON810 
TC1507 & 

MON810 

Bacillus 

gien-

sis/Streptomyces 

viridochromogenes 

Tolerante à Herbicida e 

Resistente a insetos 
Du Pont 2011 

 

MON89034 x 

MON88017 

 

 

 

MON89034 & 

MON88017 

Bacillus 

gien-

sis/Agrobacterium 

tumefaciens 

 

Tolerante à Herbicida e 

Resistente a insetos 

 

 

Monsanto 

 

 

2011 
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“Tabela 2, continuação” 

 

Produto 
Nome 

 Comercial 
Eventos 

Organismo  

Doador 
Característica Requerente 

Ano de 

Aprovação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Algodão 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bolgard I MON531 
Bacillus thurin-

giensis 
Resistente a insetos Monsanto 2005 

Roundup Ready MON1445 
Agrobacterium 

tumefaciens 
Tolerante à Herbicida Monsanto 2008 

Liberty Link LLCotton25 
Streptomyces viri-

dochromogenes 
Tolerante à Herbicida Bayer 2008 

Bolgard I Roundup 

Ready 

MON531&MON

1445 

Bacillus 

gien-

sis/Agrobacterium 

tumefaciens 

Tolerante à herbicida            

resistência a insetos 
Monsanto 2009 

Widestrike 
281-24-236 & 

3006-210-23 

Bacillus 

gien-

sis/Streptomyces 

viridochromogenes 

Tolerante à herbicida        

resistência a insetos 

Dow Agros-

ciences 
2009 

Bolgard II MON15985 
Bacillus thurin-

giensis 
Resistente a Insetos Monsanto 2009 

GlyTol GHB614 Zea mays Tolerante à herbicida Bayer 2010 

TwinLink T304-40 & Bacillus thurin- Resistente a insetos e Bayer 2011 
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GHB119 gien-

sis/Streptomyces 

hygroscopicus 

Tolerante à herbicida 

MON88913 MON88913 
Agrobacterium 

tumefaciens 
Tolerante à Herbicida Monsanto 2011 

 
“Tabela 2, conclusão” 

 

Produto 
Nome 

 Comercial 
Eventos 

Organismo  

Doador 
Característica Requerente 

Ano de 

Aprovação 

Algodão 

 

 

GlytolxTwinLink 

 

 

 

GTxLL 

GHB614 x T304-

40 x GHB 119 

Zea may/Bacillus 

thurin-

giensis/Streptomyc

es higroscopicus 

Tolerante à herbicida e 

reistência a insetos 
Bayer 2012 

 

GHB614 x 

LLCotton25 

 

Zea ma-

ys/Streptomyces 

viridochromogenes 

 

Tolerante à Herbicida 

 

Bayer 

 

2012 

BolgardII Roundup 

Ready Flex 

MON 15985 x 

MON 88913 

Bacillus thurin-

gien-

sis/Agrobacterium 

tumefaciens 

Tolerante à Herbicida e 

Resistente a insetos 
Monsanto 2012 

Feijão Embrapa 5.1 Embrapa 5.1 

BGMV - Bean 

Golden Mosaic 

Virus 

Resistente ao Vírus do 

Mosaico dourado do 

feijoeiro 

Embrapa 2011 
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Fonte: Tabela adaptada de CTNBIO (2013). 
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3.7.1 Cana-de-açúcar geneticamente modificada 

Vários projetos de pesquisa estão focados atualmente no desenvolvimen-

to da cana-de-açúcar geneticamente modificada – GM (ARRUDA, 2012; 

LAKSHMANAN et al., 2005; MOREA; JESUS; NOGUEIRA, 2012; SOUZA, 

D., 2010). Os primeiros ensaios a campo no mundo com cana transgênica come-

çaram em 1999 e, no Brasil, os primeiros testes a campo foram realizados pela 

empresa CanaVialis/Monsanto em 2005, seguido pelo CTC em 2007. As princi-

pais características estudadas incluem tolerância a herbicidas, resistência a vírus, 

resistência à seca, tolerância a insetos-praga e maior teor de açúcar. Entre as 

canas GM, em desenvolvimento no mundo, as características mais visadas pelas 

empresas e instituições são aquelas que aumentam a produtividade (níveis mais 

elevados de sacarose), aquelas que mantêm produção em terras marginais, tole-

rando e suportando períodos de estiagem e por último as que apresentam resis-

tência ao complexo de brocas. Além destas, outras características de interesse 

podem ser consultadas na (Tabela 3).  
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Tabela 3 Plantas transgênicas de cana-de-açúcar desenvolvidas para alto conteúdo de açúcar, resistência a insetos, her-

bicidas, vírus, estresses abióticos, entre outros 

Característica 
Promotor/ 

gene alvo 

Promotor/ 

marcador de seleção 

 

Referência 

Resistência a insetos CaMV 35S/CryIAb Nos/Kan Arencibia et al. (1997) 

 

Resistência a insetos UBI/CryIAb CaMV 35S/Bar Arvinth et al. (2010) 

 

Resistência a insetos UBI/CryIAc UBI/G418 Weng et al. (2011) 

 

Resistência a insetos UBI/Gna CaMV 35S/Kan Setamou et al. (2002) 

 

Resistência a insetos UBI/Aprotinin CaMV 35S/Hpt Christy et al. (2008) 

 

Resistência a insetos UBI/SKTI e SBBI UBI/G418 Falco e Silva Filho (2003) 

 

Resistência à herbicida UBI/Bar CaMV 35S/Kan Manickavasagam et al. 

(2004) 

 

Resistência à herbicida UBI/Bar CaMV 

35S:OCS:Actin1/Kan 

Enriquez-Obregon et al. 

(1998) 

 

Resistência à herbicida CaMV 35S/Bar UBI/Kan Falco, Tulmann Neto e Uli-

an (2000) 

 

Resistência ao vírus SCYLV UBI/CP UBI/Kan Zhu et al. (2011) 
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“Tabela 3, continuação” 

 

Característica 
Promotor/ 

gene alvo 

Promotor/ 

marcador de seleção 

 

Referência 

Resistência ao vírus SCYLV UBI/CP UBI/Kan Gilbert et al. (2009) 

 

Resistência ao vírus SCYLV UBI/CP UBI/Kan Gilbert et al. (2005) 

 

Resistência ao vírus SrMV UBI/CP UBI/Kan Ingelbrecht, Irvine e Mirkov 

(1999) 

 

Resistência ao vírus FDV UBI/FDVS9 ORF1 UBI/Kan McQualter et al. (2004) 

 

Resistência à escaldadura das fo-

lhas 

UBI/albD Emu/G418 Zhang et al. (1999) 

 

Resistência a Puccinia melano-

cephala 

UBI/Glucanase, quiti-

nase e ap24 

CaMV 35S/Kan Enriquez et al. (2000) 

Tolerância à seca AIPC/P5CS CaMV 35S/Bar Molinari et al. (2007) 

 

Tolerância à seca CaMV 35S/TS CaMV 35S/Bar Zhang et al. (2006) 

 

Tolerância ao frio COR15a/ipt Emu/G418 Belintani et al. (2012) 

 

Aumento no conteúdo de açúcares CaMV 35S/PFP UBI/Kan Groenewald e Botha (2008) 

 

Aumento da trehalulose UBI/TS Ubi/Kan Hamerli e Birch (2011) 

 

Aumento no conteúdo de açúcares Emu/SSFT Emu/Kan Hellwege e Knuth (2007) 
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“Tabela 3, conclusão” 

 

Característica 
Promotor/ 

gene alvo 

Promotor/ 

marcador de seleção 

 

Referência 

Aumento no conteúdo de açúcar UBI/SI UBI/Kan Wu e Birch (2007) 

 

Aumento no conteúdo de isomaltu-

lose 

Emu/SCINVm e SUC2 Emu/Kan Ma et al. (2000) 

 

Alteração na cor do mosto Emu/Ppo Emu/Kan Vickers et al. (2005) 

 

Produção de bioplásticos UBI/phbA, phbB, 

phaC2, FatB2, 

KasA1 e phaJ2 

UBI/Kan Anderson et al. (2011) 

Aumento da digestibilidade CaMV 35S/Appa Nos/Kan Santosa et al. (2004) 
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Muitas empresas multinacionais e nacionais estão incluindo em seu pi-

peline outras características de importância agroindustrial (Tabela 4). Assim, 

novas ferramentas biotecnológicas estão produzindo resultados encorajadores 

nas áreas de caracterização do genoma, mapeando características úteis. Entre 

elas estão os avanços na caracterização molecular de patógenos da cultura, iden-

tificação de marcadores associados à resistência a insetos/doenças importantes, 

uso de engenharia de precisão (ZFNs, TALENs, mini-chromosome gene sta-

cking technology), detecção precisa de patógenos na cultura, entre outros. O 

aumento da sensibilidade permitiu que os ensaios de detecção e identificação 

dos patógenos se tornassem mais rápidos e econômicos.  

Geralmente, o desenvolvimento de uma nova variedade convencional de 

cana leva de 12 a 15 anos, mas, com o crescente avanço das pesquisas em biolo-

gia molecular, genética e fisiologia, uma variedade geneticamente modificada 

pode ser alcançada dentro de 4 anos. Entretanto, cada evento geneticamente 

modificado necessita ser avaliado para os possíveis impactos ambientais. No 

Brasil, a Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio) aprovou mais 

de quarenta ensaios em campo com cana-de-açúcar geneticamente modificadas 

para aumento da produção, tolerância à seca, herbicidas e resistência à insetos. 

Essas PGMs foram geradas por instituições de P&D públicas e privadas (CHE-

AVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). 
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Tabela 4 Características de interesse ao setor sucroalcooleiro energético  

Resistência ao raquitismo da soqueira 

Resistência ao complexo brocas (broca do colmo e broca gigante) 

Resistência a nematoides 

Tolerância ao alagamento 

Tolerância ao frio 

Adaptação a altas temperaturas 

Tolerância à compactação 

Tolerância ao alumínio 

Eficiência no uso de nutrientes (nitrogênio e fósforo) 

Resistência a outras classes de herbicidas (glifosato, 2,4-D, dicamba, imidazolinonas 

e combinação entre eles) 

Alto conteúdo de açúcar total recuperável (ATR) em variedades precoces, médias e 

tardias 

Modificação da parede celular visando ao aumento da digestibilidade da biomassa 

 

Algumas estratégias são normatizadas pela CTNBio para limitar o fluxo 

gênico. É necessária a adoção de medidas de prevenção para evitar imprevistos 

nos ensaios a campo. Pode ocorrer evolução de resistência em organismos al-

vo/não-alvo, se houver exposição a doses subletais de toxinas produzidas pelos 

clones transformados, especialmente cana-de-açúcar contendo genes Cry. De 

acordo com o Comunicado nº 07, de 21 de outubro de 2010 da CTNBio (BRA-

SIL, 2010), medidas devem ser adotadas para conter o fluxo gênico nos locais de 

experimentação com cana GM da seguinte forma: 

 

a) Bordadura com linhas duplas de cana-de-açúcar convencional, ao 

redor dos experimentos.  

b) Manter distância de 3 metros com vegetação de cobertura rasteira, a 

partir da linha de bordadura mais externa.  

c) Adicionalmente, para as regiões Norte e Nordeste do Brasil, os expe-

rimentos com cana-de-açúcar geneticamente modificada devem dis-

tar em pelo menos 100 metros da bordadura mais externa de blocos 
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de cruzamentos de cana-de-açúcar de programas de melhoramento 

exclusivamente convencionais.   

d) Eliminar panículas florais incipientes das plantas geneticamente mo-

dificadas, em liberações planejadas no meio ambiente que não se 

destinam a cruzamentos controlados (melhoramento genético).   

e) Biomassa produzida pelos experimentos com cana-de-açúcar geneti-

camente modificada deverá ser descartada em destilarias ou tritura-

das e enterradas em valas de áreas com CQB.  

 

Em função dos obstáculos encontrados em espécies recalcitrantes à 

transformação genética por Agrobacterium, utiliza-se frequentemente o método 

de biobalística (bombardeamento de partículas) onde o transgene é diretamente 

implantado aleatoriamente em uma variedade de compartimentos celulares. Con-

tudo, a primeira técnica citada demonstra diversas vantagens em relação à bioba-

lística: maior estabilidade na integração de uma única cópia do transgene no 

genoma com reduzido número de rearranjos, menor probabilidade de silencia-

mento gênico e co-supressão (CARRER et al., 1993; CHRISTOU; FORD; KO-

FRON, 1991; DATTA et al., 1990; ENRIQUEZ-OBREGON et al., 1997, 1998; 

FROMM et al., 1990; GORDON-KAMM et al., 1990; SVAB; HAJDUKIE-

WICZ; MALIGA, 1990; TORIYAMA et al., 1988). Atualmente, vários genes 

foram introduzidos em cana-de-açúcar utilizando ambos os métodos de trans-

formação (Tabela 5). 
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Tabela 5 Cana-de-açúcar geneticamente modificada pelos métodos de transformação biobalística e Agrobacterium 

Genes Função Método de transformação Autores 

hpt Resistência à higromicina Agrobacterium Arencibia et al. (1999) 

bar 
Resistência a glufosinato de 

amônio 
Agrobacterium Manickavasagam et al. (2004) 

nptII Resistência à canamicina Biobalística Bower e Birch (1992) 

SCMV-CP Resistência a doenças Biobalística Joyce et al. (1998) 

SrMV-CP Resistência a doenças Biobalística Ingelbrecht, Irvine e Mirkov (1999) 

FDVS9 ORF 1 Resistência a doenças Biobalística Mcqualter et al. (2004) 

cry1A Resistência a pragas Biobalística Arencibia et al. (1999) 

cry1Ab Resistência a pragas  Biobalística Arvinth et al. (2010) e Braga et al. (2003) 

P5CS Tolerância a estresses abióticos Biobalística Molinari et al. (2007) 

phaA, phaB, phaC Produção de biopolímeros Biobalística Brumbley et al. (2008) 

IsdA Metabolismo de sacarose Agrobacterium Enriques et al. (2000) 
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O método de transformação mediado por Agrobacterium tem sido muito 

utilizado em plantas dicotiledôneas e monocotiledôneas. Porém, ainda muitas 

monocotiledôneas são recalcitrantes a esse método de transformação 

As dificuldades encontradas na transformação de monocotiledôneas, via 

Agrobacterium, inclui ausência ou baixos níveis de excreção de indutores vir. Os 

tecidos lesionados tornam-se lignificados formando uma barreira física à infec-

ção. Além disso, as células meristemáticas dessas espécies monocotiledôneas 

perdem a capacidade de diferenciação mais rapidamente (BHATTACHARYA; 

SOOD, 2011; GRAVES et al., 1988; KAHL, 1982; MAHALAKSHMI; KHU-

RANA, 1997). 

A transformação genética mediada por Agrobacterium em cana-de-

açúcar já está sendo utilizada por vários grupos de pesquisa no Brasil e no mun-

do, principalmente, as empresas multinacionais. Progressos nesta tecnologia 

podem ajudar a resolver questões regulatórias associadas à integração do trans-

gene. Isto pode fornecer algum caminho ao entendimento sobre os mecanismos 

de silenciamento do transgene na cana-de-açúcar, ainda há muito a ser compre-

endido sobre a estabilidade genética em longo prazo.  

3.8 Mecanismos moleculares de tolerância ao déficit hídrico 

Estresses abióticos como o frio, déficit hídrico e alta salinidade são con-

dições comuns que afetam o crescimento e a produtividade das mais variadas 

culturas. O desenvolvimento adaptativo ao estresse é dependente da ativação de 

uma cascata de redes moleculares envolvida na percepção do estresse, sinal de 

transdução, expressão de genes estresse-regulados e metabólitos. As plantas têm 

respostas adaptativas estresse-específicas, assim como respostas de proteção a 

mais de uma condição ambiental. Os sinais de percepção e rotas de sinalização 

podem ser específicos ou sofrem cross-talk, sendo ativas em períodos de estresse 



49 

 

distintos, podendo até mesmo haver vias cruzadas entre fatores estressantes no 

âmbito biótico e abiótico ao mesmo tempo (Figura 2). Esta cascata de ativação 

coordena e controla respostas fisiológicas e bioquímicas adaptativas necessárias 

(HUANG et al., 2012). 

 

                  

Figura 2 Eventos-chave na via de transdução de sinal ativada em resposta a 

estresses bióticos e abióticos combinados 

Fonte: Atkinson e Urwin (2012) 

 

Análises de transcriptoma, usando tecnologia de microarranjo, revela-

ram que genes induzidos por estresse poderiam ser caracterizados em dois gru-
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pos de acordo com suas funções. O primeiro grupo consiste em proteínas funci-

onais, assim como as proteínas de membrana que mantêm o movimento por 

meio destas enzimas-chave para biossíntese de osmólitos (prolina, betaína e 

açúcares), enzimas de detoxificação celular (glutationa S-transferase, hydrolases, 

catalases, superoxido dismutase e ascorbato peroxidase) permitindo níveis nor-

mais do metabolismo fisiológico e bioquímico e proteínas de proteção de ma-

cromoléculas (proteínas LEA, osmotinas, proteínas anticongelamento, chapero-

nas). O segundo grupo compreende as proteínas regulatórias, compõem este 

grupo os fatores de transcrição (bZIP, MYC, MYB e DREB, entre outras), proteí-

nas quinases (MAP Kinase, CDP Kinase, receptores de proteínas quinase, prote-

ínas-ribossomais quinase e proteínas quinase de regulação-transcrição) e protei-

nases (fosfoesterases e fosfolipase C, entre outras) (Figura 3). 

 

 

 

 

      

  

 

 

 

 

 

 

Figura 3 Genes induzidos durante o estresse hídrico e suas possíveis funções 

na resposta e tolerância ao estresse 

Fonte: (MOLINARI, 2006). 
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Os FTs interagem com os elementos cis atuantes presentes na região 

promotora de vários genes estresse-induzidos e esta super-regulação gênica da 

expressão de muitos genes resultam na transmissão da tolerância ao estresse 

(Figura 4). 

 

 

 

Figura 4 Rede de regulação transcricional de elementos cis-atuantes e fatores 

de transcrição ABA-dependentes envolvidos no frio, a seca e a ex-

pressão gênica estresse salino 

Fonte: Huang et al. (2012) 
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3.8.1 Fatores de transcrição 

Os fatores de transcrição participam na cascata de ativação gênica de di-

versas vias metabólicas relacionadas a estresses bióticos e abióticos. Os fatores 

de transcrição DREB (Dehydration Responsive Element Binding protein): são 

importantes na ativação de genes funcionais relacionados à tolerância à seca, 

salinidade, frio e calor (NAKASHIMA et al., 2007; SAKUMA et al., 2006). O 

estresse em plantas inicia-se, a partir de uma complexa via de respostas, come-

çando com a percepção do estresse, o qual desencadeia uma cascata de eventos 

moleculares, sendo finalizada em vários níveis de respostas fisiológicas, metabó-

licas e de desenvolvimento (BRAY, 1993). 

 Mudanças de expressão gênicas, induzidas por estresse, por sua vez po-

dem participar na geração de fitohormônios tais como ABA, ácido salicílico e 

etileno. Estas moléculas podem amplificar os sinais e induzir um segundo round 

de sinalização podendo seguir a mesma via metabólica ou usar outra via de sina-

lização.  

Inúmeros FTs atuam na resposta ao estresse, alguns são dependentes de 

ABA e outros não, tais vias são denominadas ABA-dependente ou ABA-

independente quando assim são ativadas. Existem elementos que são induzidos 

por ambas as vias, podendo ocorrer respostas cruzadas entre estas diferentes vias 

de sinalização (LEUNG; MERLOT; GIRAUDAT, 1997; WANG et al., 2008). 

Além das respostas cruzadas em vias ABA, podem ocorrer em nível da ativida-

de/função gênica, visto que alguns FT são induzidos ou contribuem indiretamen-

te na tolerância a diferentes estresses, biótico e abiótico (AGARWAL; JHA, 

2010). 
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3.9 DREB2A 

Os DREBs (Dehydration Responsive Element Binding- Elemento res-

ponsivo ligado à desidratação) são importantes FT que regulam a expressão de 

muitos genes estresse-induzidos, principalmente em vias ABA-dependente, têm 

papel importante na tolerância de plantas ao estresse abiótico por interagirem 

com DRE/CRT (elementos cis) presente na região promotora de inúmeros genes 

estresses responsivos (LATA; PRASAD, 2011). 

O DREB2A e DREB2B são induzidos, principalmente, por excesso de 

salinidade ou déficit hídrico. Em estudos recentes verificou-se que o DREB2A, 

também, é ativo pela presença de ABA, ou seja, ele participa das duas, ABA-

dependente e independente (DUBOUZET et al., 2003; LIU et al., 2008). 

Liu et al. (1998) sugeriram que proteínas DREB2A requerem modifica-

ção pós-traducionais, como a fosforilação, para efetiva ativação gênica. A supe-

rexpressão de DREB2A não resultou em quaisquer modificações fenotípicas em 

plantas transgênicas de Arabidopsis, ou seja, nenhuma alteração do crescimento 

ou qualquer melhora na tolerância ao estresse. Busk, Jensen e Pages (1997), 

também, relataram que a fosforilação é necessária para a ativação destas proteí-

nas sob condições de estresse.  

A região C-terminal do DREB2A é rica em aminoácidos e a partir disso 

foi concretizado um estudo sobre o domínio de ativação do DREB2A por Saku-

ma et al. (2006). Neste trabalho, foram realizadas análises do domínio da proteí-

na DREB2A e verificou-se que a região C-terminal atuava como um domínio de 

ativação da transcrição, e que as suas funções na regulação negativa da atividade 

do DREB2A situava-se na localização média do domínio conservado desta pro-

teína. Foram realizadas várias deleções em regiões distintas do DREB2A e a que 

melhor apresentou resultado foi a construção DREB2A CA, a qual foi obtida por 

exclusão da região de fosforilação obrigatória do gene na posição entre o 135 e o 
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166 aminoácidos. Portanto, a estabilidade gênica, sem a obrigatoriedade do me-

canismo de fosforilação garante ao DREB2A bom desempenho na indução de 

genes estresse-responsivos, que conferem a tolerância ao estresse.  

3.9.1 Plantas transformadas com fatores de transcrição 

São inúmeros os fatores de transcrição existentes que atuam nos estres-

ses abiótico e biótico, dentre eles o C-Repeat Binding Factors - CBF (CBF1, 

CBF2, CBF3, CBF4, CBF2-1, CBF2-2) (CHINNUSAMY et al., 2003; GIL-

MOUR et al., 1998; HAAKE et al., 2005; KUME et al., 2005; XIONG; FEI, 

2006; ZARKA et al., 2003), membros da família AP2/EREBP, que atuam, prin-

cipalmente, em baixas temperaturas (frio) ativando genes Cold-Regulated genes- 

COR (COR78/RD29A; COR47; COR15a, COR 6.6) (STOCKINGER; GIL-

MOUR; THOMASHOW, 1997; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOKAKI, 

1994); Dehydration Responsive Element Binding- DREB1/DREB2 (DREB1a, 

DREB1b, DREB1c, DREB2A, DREB2B); que atuam em situações de déficit 

hídrico, frio e alta salinidade; NAC (NAC2, NAC019, NAC055, NAC072, 

NAC6, NAC1, NAC2, NAC23) (FUJITA et al., 2004; HERR, 2005; HU et al., 

2006; NAKASHIMA et al., 2007; OHNISHI et al., 2005; TRAN et al., 2004) e 

Basic Leucine Ziper - bZIP (ABF1, ABF2, ABF3, ABF4, bZIP 44, bZIP 62, 

bZIP78, bZIP132) que respondem a condições de estresse abiótico e biótico 

(como defesa contra patógenos) (CHOI et al., 2000; DEPPMANN et al., 2006; 

JAKOBY et al., 2002; LIAO et al., 2008a); MYC (Myelocytosis oncoge-

ne)/MYB (Myeloblastosis oncogene) (MYB2, MYB76, MYB92, MYB177) 

(ABE et al., 1997; AGARWAL et al., 2006; LIAO et al., 2008b) que, também, 

são induzidos pelos estresses relacionados ao DREB. 

Alguns elementos específicos induzem pelo seu sinal particular a ex-

pressão de fatores de transcrição alvo, é o caso do gene ICE (ICE1, ICEr, ICErl) 
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que ativam a expressão dos membros CBFs (ZARKA et al., 2003). Já os DREBs 

e outros fatores de transcrição não possuem esta característica, são acionados por 

inúmeras moléculas e respostas. 

Vários trabalhos relatam conclusões positivas para tolerância ao estresse 

em relação ao desempenho dos fatores de transcrição. A superexpressão do 

AtCBF1 ou AtCBF3 tanto em construções estresse-induzidas como constitutivas 

em plantas transgênicas de Brassica (JAGLO et al., 2001); tomate (HSIEH et al., 

2002); tabaco (KASUGA et al., 2004); trigo e arroz (OH et al., 2005) proporcio-

nam tolerância ao frio. Em outros estudos relacionados ao mesmo gene, a supe-

rexpressão e respostas em arroz (DUBOUZET et al., 2003); milho (QIN et al., 

2004) também foram semelhantes. Em Arabidopsis DREB1A transgênica foi 

possível observar a indução constitutiva da expressão dos genes COR (alvos do 

CBF) (CHINNUSAMY; ZHU; ZHU, 2006). 

Alguns genes como DREB foram inseridos em plantas e essas tiveram 

aumento significativo na tolerância ao calor, desidratação e salinidade (Tabela 

6). 
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Tabela 6 Plantas geneticamente modificadas (DREB) 

Genes 

 

Espécies Plantas 

transgênicas 

Estresse-tolerância Referência 

AtDREB1A  Arabidopsis thaliana Arabidopsis Déficit hídrico Liu et al. (1998) 
AtDREB1A  Arabidopsis thaliana Tobacco Déficit hídrico, frio Kasuga et al. (2004) 
AtDREB1A  Arabidopsis thaliana Wheat Déficit hídrico Pellegrineschi et al. (2004) 

AtDREB1A  Arabidopsis thaliana Rice Déficit hídrico, Salinidade Oh et al. (2005) 
AtDREB1A  Arabidopsis thaliana Potato Salinidade Behnam et al. (2006) 
AtDREB1A  Arabidopsis thaliana Peanut Déficit hídrico Bhatnagar-Mathur et al. 

(2006) 
AtDREB2ACA Arabidopsis thaliana Arabidopsis Déficit hídrico Sakuma et al. (2006) 
AtDREB2C  Arabidopsis thaliana Arabidopsis Termotolerância Lim et al. (2007) 
OsDREB1A Oryza sativa Arabidopsis Déficit hídrico, Salinidade, frio Dubouzet et al. (2003) 

OsDREB2B  Oryza sativa Arabidopsis Déficit hídrico, Termotolerância Matsukura et al. (2010) 
OsDREB1F Oryza sativa Rice, Arabidopsis Déficit hídrico, Salinidade, frio Wang et al. (2008) 
OsDREB1G  Oryza sativa Rice Déficit hídrico Chen et al. (2008) 
ZmDREB2A  Zea mays Arabidopsis Déficit hídrico, Termotolerância Qin et al. (2007) 
PgDREB2A  Pennisetum glaucum Tobacco Hiperiônico, hiperosmótico Agarwal et al. (2010) 
AhDREB1  Artiplex hortensis Tobacco Déficit hídrico, Salinidade Shen et al. (2003) 
GhDREB1  Gossypium hirsutum Tobacco Frio Shan et al. (2007) 
PeDREB2  Populus euphratica Tobacco Salinidade Chen, Xia e Yin (2009) 
HvDREB1  Hordeum vulgare Arabidopsis Salinidade Xu et al. (2009) 
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3.10 Gene induzido por estresse abiótico (ZmRab17) 

O gene Rab17 de milho pertence ao grupo dos genes LEA/DHN, induzi-

do por ABA e déficit hídrico (VILARDELL et al., 1990). O promotor do Rab17 

de milho foi testado em alguns sistemas heterólogos. O promotor, em transfor-

mação estável de tabaco e expressão transiente em protoplasto de arroz, mostrou 

que, em ambos os casos, o promotor foi induzido tanto pela seca e quanto pelo 

tratamento com ABA (VILARDELL et al., 1991). Tal indução foi inicialmente 

explicada pela presença do elemento ABRE em um segmento de 100 pb na regi-

ão promotora. Em outro estudo, alguns cis-elementos (5 ABREs putativos e 4 

outras sequências) importantes para alta atividade foram mapeadas no promotor. 

Seis destes elementos demostraram ser importantes para expressão em embriões, 

enquanto apenas 3 elementos eram responsáveis pela expressão basal e estresse-

induzida em folhas. Dentre estes elementos, foi identificado um novo elemento 

ativador de Rab rico em GC, CACTGGCCGCC, responsável pela baixa expres-

são constitutiva do Rab17 em folhas de milho e dos elementos responsivos a 

seca (DREs) (BUSK; JENSEN; PAGES, 1997). Finalmente, foi encontrado que 

o promotor ZmRab17 é ativado por ABA, estresses hídrico e salino por meio de 

um único elemento DRE (DRE2). Dois domínios APETALA 2 (AP2), contendo 

os fatores de transcrição, denominados DRE Binding factor (DBF1 e DBF2), 

foram isolados e a ativação do promotor pela super-expressão de DBF1 e repres-

são pela super-expressão de DBF2 foi demonstrada (KIZIS; PAGES, 2002). Os 

resultados apresentados por Kizis e Pages (2002) sugerem que o promotor 

Rab17 pode ser utilizado na superexpressão dos fatores de transcrição DREB 

induzida pela seca. O promotor é forte, tem baixa atividade basal em milho, a 

indução do promotor inicia em algumas horas após a planta perceber o déficit 

hídrico e sua atividade retorna rapidamente o nível basal após a reidratação.  
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Resumo 

A cana-de-açúcar é uma cultura importante em todo o mundo, não só para a produção de 

açúcar e etanol, mas também como uma fonte de biomassa lignocelulósica para etanol de 

2 ª geração e produção de energia. A seca é uma das questões agrícolas mais difíceis e 

que limita a produtividade da cultura, em alguns casos, as perdas causadas pela seca 

podem chegar a quase 50%. As Dehydration-Responsive Element-Binding proteins ( 

DREBs ) desempenham funções reguladoras importantes em resposta ao estresse abióti-

co em plantas. O fator de transcrição DREB2A interage com um elemento cis-acting 

Dehydration-Responsive Element ( DRE ), para ativar a expressão de genes que estão 

envolvidos na resposta à diversos estresses, como a seca, sal e calor 

em Arabidopsis thaliana. No presente estudo, avaliamos os efeitos da expressão estres-

se-induzida do geneAtDREB2A CA, no potencial de água na folha ( YL ), conteúdo rela-

tivo de água ( RWC ) e nas trocas gasosas nas plantas de cana-de-açúcar cultivadas em 

sistema Rhizotron. As plantas também foram fenotipadas analisando as raízes e medindo 

os parâmetros morfológicos da parte aérea. A expressão estresse-induzida do AtDREB2A 

CA nas canas-de-açúcar transgênicas levou ao aumento da regulação de genes envolvi-

dos na proteção celular contra a desidratação. As plantas transgênicas mantiveram maior 

RWC ao longo de 4 dias após a suspensão da irrigação e apresentaram taxas fotossintéti-

cas mais altas até o 3 º dia sem água. No entanto, as diferenças de massa seca entre plan-

tas transgênicas e não-transgênicas não foram estatisticamente significativas. A expres-

são estresse-induzida do AtDREB2A CA levou a um aumento dos níveis de sacarose e 

maior brotação das gemas das plantas transgênicas. Os nossos resultados indicam que a 

expressão estresse-induzida deAtDREB2A CA na cana-de-açúcar aumentam a sua tole-

rância à seca, sem penalizar o rendimento. 

  

Palavras-chave : Estresse abiótico; AtDREB2A CA; promotor ZmRab17;Saccharum spp; 

fator de transcrição 

 

Summary 

Sugarcane is an important crop worldwide not only for sugar and ethanol production, but 

also as a lignocellulosic biomass source for 2
nd

 generation ethanol and electricity pro-

duction. Drought is one of the most challenging agricultural issues limiting sustainable 

sugarcane production and, in some cases, yield losses caused by drought are nearly 50%. 

Dehydration-responsive element-binding proteins (DREBs) play vital regulatory roles in 

abiotic stress responses in plants. The transcription factor DREB2A interacts with a cis-

acting dehydration-responsive element (DRE) sequence to activate the expression of 

downstream genes that are involved in drought-, salt- and heat-stress response in Ara-

bidopsis thaliana. In the present study, we evaluated the effects of the stress-inducible 

over-expression of AtDREB2A CA in the gene expression, leaf water potential (L), 

relative water content (RWC) and gas exchanges of sugarcane in a rhizotron-grown root 

system. The plants were also phenotyped by scanning the roots and measuring morpho-

logical parameters of the aerial part. The stress-inducible expression of AtDREB2A CA 

in transgenic sugarcane led to the up-regulation of genes involved in cell protection 

against dehydration. The transgenic plants maintained higher RWC and L over 4 days 

after withholding water and had higher photosynthetic rates until the 3
rd

 day of water-
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deficit. However, differences in plant dry matter between transgenic and non-transgenic 

plants were not statistically significant. Induced expression of AtDREB2A CA in sugar-

cane increased sucrose levels and improved bud sprouting of the transgenic plants. Our 

results indicate that induced expression of AtDREB2A CA in sugarcane enhanced its 

drought tolerance without yield penalty.  

 

Keywords: abiotic stress; AtDREB2A CA; ZmRab17 promoter; Saccharum spp.; tran-

scription factor 

 

Introduction 

The importance of sugarcane cultivation has increased in recent years due to ethanol 

production, which is considered as one of the most viable alternative to fossil fuels (Sav-

age, 2011). Production of biofuels are important not only for oil import reduction but 

also to ameliorate CO2 emissions generated by burning fossil fuels as gas emissions 

contributes to global warming and climate changes (Crago et al., 2010; Rogelj, 2013). 

Brazil is the world’s leader in sugarcane ethanol production and, in addition to this, the 

crop has an important social role in the Brazilian agribusiness, improving opportunities 

for farmers and rural communities. According to UNICA (Sugarcane Industry Union - 

Brazil), the sugar-ethanol sector creates 1.2 million direct rural jobs, which account for 

70 thousand producers in 2011/2012 milling season (UNICA, 2013). 

According to the Brazilian sugarcane agroecological zoning, the Cerrado’s degraded 

pasture land was mapped as a promising area for expanding sugarcane production (Em-

brapa, 2009). However, the irregular rainfall in the Cerrado usually leads to severe 

drought stress which affects the crop growth (Assad, 1994). According to Sugiharto 

(2004) drought is the main factor that influences sugarcane productivity as it directly 

affects tillering and culm height, resulting in decreased sucrose production. 
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Currently, the development of genotypes tolerant to drought stress is one of the main 

objectives of sugarcane research programs; however, the achievement of such goal is 

hampered by the high-ploidy level of the modern sugarcane varieties and by the fact that 

drought tolerance is a multigenic as well as a quantitative trait. Besides, plant responses 

to drought are influenced by the time, intensity, duration, and frequency of the stress as 

well as by diverse plant-soil-atmosphere interactions (Bhatnagar-Mathur et al., 2007; 

Claeys and Inzé, 2013). 

The use of biotechnology in public and private breeding programs allowed the develop-

ment of events with improved traits, such as higher sugar content (Wu and Birch, 2010; 

van der Merwe, 2010), higher resistance to diseases and pests (Arvinth, 2010; Weng et 

al., 2011; Zhu et al., 2011), better tillering and deeper roots (Gaxiola, Edwards and Elser, 

2011), increased tolerance to drought, heat and low-temperature (Belintani et al., 2012; 

Molinari et al., 2007; Zhang et al., 2006), and desired agronomical and industrial quali-

ties (Harrison et al., 2011; Basnayake et al., 2012). In addition, the introduction of some 

specific genes allowed the understanding of molecular, cellular and physiological mech-

anisms of plant responses to environmental stresses (Golldack, Lüking and Yang, 2011).  

One alternative approach to the development of drought tolerant plants is to genetically 

engineer plants to introduce stress-tolerant genes, including genes for transcription fac-

tors (TFs). TFs recognize specific DNA sequences in the regulatory regions of target 

genes and lead to the activation of downstream genes responsive to abiotic stresses. One 

relevant class of transcription factors is the dehydration-responsive element-binding 

proteins - DREBs (Lata and Prasad, 2011). 
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The dehydration-responsive element (DRE), which has a core sequence of A/GCCGAC, 

is a cis-acting element originally isolated from the promoter of the Rd29a gene of Ara-

bidopsis thaliana and is involved in both cold- and dehydration-inducible gene expres-

sion by an abscisic acid (ABA)-independent pathway (Yamaguchi-Shinozaki and Shino-

zaki, 1994). DRE-binding protein 2A (DREB2A) is a transcriptional activator that rec-

ognizes DRE in Arabidopsis. It is a member of the DREB subfamily within the 

APETALA2/ethylene responsive-element binding factor (AP2/ERF) family of TFs and 

contains a single conserved DNA-binding domain (Sakuma et al., 2002). Its expression 

is induced by dehydration, high salinity and heat shock (Sakuma et al., 2006). The tran-

scription of DREB2A in response to dehydration and heat shock is independently regu-

lated by different regions in the DREB2A promoter (Yoshida et al., 2011). The inducible 

response to stress conditions is a common feature among DREB2-type transcription 

factors of various plants, and the promoter structure including these cis-elements is con-

served among many eudicot species (Mizoi et al., 2012).  

The over-expression of DREB2A gene in Arabidopsis (Sakuma et al 2006) and several 

other transgenic plants such as maize (Qin et al. 2007), rice (Bihani et al. 2011), tobacco 

(Chen et al. 2008) and wheat and barley (Morran et al., 2011) resulted in improved stress 

tolerance. Because accumulation of DREB2A mRNA is not sometimes sufficient for the 

induction of downstream genes due to posttranslational regulation, Sakuma et al. (2006) 

obtained the constitutively active form of the AtDREB2A gene (AtDREB2A CA) through 

the removal of a negative regulatory domain downstream of the DNA-binding domain.  
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In our study, it was demonstrated that transgenic plants of sugarcane containing the 

AtDREB2A CA gene under the control of the stress-inducible promoter Rab17 had im-

proved drought tolerance and higher sucrose content with no yield penalty.  

 

Results 

Plant transformation  

Embryogenic calli of sugarcane RB855156 were transformed with Rab17:DREB2A CA 

construct and the putative transgenic calli were selected with 3 mg l
-1

 glufosinate ammo-

nium selective medium (Figure S1). DNA from putative transgenic plantlets was ex-

tracted and amplified by PCR using primers designed from the AtDREB2A CA gene. The 

674-bp amplification product corresponding to the promoter Rab17 and DREB2A CA 

region was present in all transgenic sugarcane lines. From 723 explants inoculated, 24 

plantlets longer than 5 cm were recovered and all of these plantlets were PCR positive, 

giving a transformation efficiency of 3.3%. To complement the PCR data, a bar/PAT 

detection strip test was used to check the presence of the protein (data not shown). Herb-

icide leaf painting and spraying assays were performed in order to select transgenic 

plants with high tolerance to this herbicide. Individual transformants exhibited tolerance 

to glufosinate ammonium 1% (v/v) and remaining unaffected, but the escapes showed 

yellowing and apparent necrosis 8 days after application (Figure S2).  

All twenty four transgenic events were submitted to water deficit treatments in 8L pots 

for 6 days. Fifteen non-transgenic plants were used as controls. Eight independent events 

were selected as drought tolerant considering reduced leaf rolling and senescence and 

were selected for Southern blot analysis, based on their improved performance on pre-

liminary drought experiments (Figure 1). Among the eight drought tolerant events se-
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lected, event 24.2 was selected as the most drought tolerant. Another water deficit exper-

iment was conducted using three clones from event 24.2 to confirm its drought tolerance 

in comparison to non-transgenic plants. Plants were placed in 8L pots and after growing 

for 30 days, water was withhold for 21 days. Again, event 24.2 presented the best per-

formance under water deficit and then was selected for further analysis. Genomic DNA 

isolated from each event was digested with BclI, an enzyme that release the 1.75-kb 

Rab17::DREB2A CA::TNos cassete out of the vector. The presence of the 1.75-kb band 

was detected in all eight events (Figure 2) showing that at least one intact AtDREB2A CA 

sequence was present. As there is only one SspI site in the cassete, the number of hybrid-

izing bands indicates the number of integration sites in the nuclear genome of transgenic 

sugarcane plants (data not shown). These analyses showed that the eight analyzed lines 

were independent transgenic events. The number of copies of the transgene varied from 

a 1-2 (B5.P5, B9.P2 and B9.P3) to over 15 copies (3/2). The 24.2 event presented 3 

copies of the transgene inserted in the genome (Figure 2).  

 

Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)  

The relative abundances of transcripts of AtDREB2A CA and of other six sugarcane 

genes known to be induced by drought were evaluated in transgenic (T) and non-

transgenic (NT) plants. Transcripts expression levels were standardized to transcripts of 

GAPDH and 25S rRNA as reference genes as these genes are known to be expressed at a 

relatively constant level in sugarcane leaves (Iskandar et al., 2004). 

RT-qPCR analysis of the AtDREB2A CA gene under the control of Rab17 promoter were 

performed using leaf samples collected in well-watered and 2, 3 and 4 days after with-
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holding water, which correspond to -0.6, -1.5, -1.7 and -1.9 MPa, respectively. This 

analysis revealed a basal level activity of the Rab17 promoter in the leaves of the trans-

genic plants in the absence of water deficit (Figure 3a). However, drought stress quickly 

activated the Rab17 promoter leading to a strong AtDREB2A CA expression in transgen-

ic plants (Figure 3a).  

Differential expression of transcripts encoding proteins related to proline and raffinose 

metabolism, late embryogenesis abundant (LEA) and dehydrins and also two Saccharum 

drought responsive genes (SCDRs) were observed between plants at well-watered condi-

tions and under different levels of drought stress. Even the basal activity of Rab17 was 

able to up-regulate the expression of three (GOLS; SCDR2 and SCDR4) out of six stress-

inducible genes analyzed in the absence of water deficit stress (Figure 3b, c and d). Also, 

all six genes tested were up-regulated after the 2
nd

 and 3
rd

 day of drought stress, decreas-

ing on the 4
th

 day (Figure 3b, c, d, f and g). 

 

Plant water status and gas exchange 

In order to determine the responses of the transgenic (T) and non-transgenic (NT) plants 

to drought stress, a greenhouse experiment was carried out using PVC cylinders filled 

with equal amount of substrate. The plants were well-watered until the E-5 phase (Naka-

no, 2011) and then water was withheld. Three days before withholding the water, the 

leaf water potential, relative water content and gas exchange rates of each plant were 

monitored to assure that the water status of T and NT plants were similar at this condi-

tion. It was found that the differences in the leaf water potential (L), relative water 

content (RWC), net photosynthesis rate (A), concentrations of CO2 in the substomatic 
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chamber (Ci), transpiration (E) and stomatal conductance (gs) between both plant types 

were not statistically significant under well-watered conditions (Figure 4).  

Under water deficit, the L and RWC in T and NT plants were similar until day 3 with 

mean values of -1.41 MPa and 74%, respectively. On the 4
th

 day after withholding water 

the L and RWC of the NT dropped to nearly -2 MPa and 60%, respectively whereas the 

L and RWC of the T increased to -1.42 MPa and 75%. Despite the changes in the water 

status of both plant materials, decreases in the gas exchange rates were similar for T and 

NT plants over the water deficit period except for day 2 and day 3 (Figure 4). The gas 

exchange rates (A, gs and E) of the T plants were higher than NT. However, statistical 

significance was only found for A and gs at day 2 and 3 after withholding water (Figure 

4). At the 4
th

 day after withholding water the stomatal conductance was below 0.1 mol 

H2O m
-2

s
-1

 and photosynthesis was close to zero for both plant materials. At this point, 

the NT plants appeared completely wilted and exhibited leaf rolling while T leaves were 

still turgid and expanded (data not shown). 

Therefore, differential responses to the drought stress of T and NT plants were observed 

only on the 2
nd

 and 3
rd

 day within the water deficit period when the stomatal conduct-

ance and photosynthesis of the NT plants decreased at higher rates than the T plants. 

Atmospheric conditions at day 2 were characterized by a water vapor deficit (VPD) of 

3kPa, temperature of 30ºC and 30% of relative humidity (Figure S3). As VPD of day 3 

was also 3kPa we analyzed differences on the air temperature and relative humidity 

between these two days. It was found that relative humidity and temperature occurring 

on day 3 were 47% and 35ºC respectively. Therefore it was concluded that differences 

between T and NT were more evident under atmospheric conditions similar to day 2 
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which together with the lowering of the substrate humidity produced a moderate level of 

stress (RWC =80% and water potential ~ -1.5 MPa for the NT and T plants) in the 

plants. According to the Hsiao (1973) criteria, plants on day 3 were experiencing a 

severer stress (RWC =70% and water potential lower that -1.5 MPa for the NT plants). 

 

Plant biomass determination, yield indexes, sucrose content and sprouting rate 

Clones of transgenic sugarcane plants from the event (24.2) as well as the non-transgenic 

control plants were subjected to water-deficit for 4 days. At the end of the stress period, 

we found no significant differences on the shoot (leaves plus culms) and root dry 

weights (Figure 5a and b). Statistical differences were found, however, for some yield 

indexes such as culm linear length and internode length (Figure 5c and d), which were 

higher for the T plants. The number of internodes and culm diameter of both plant types 

were similar and not statistically significant (data not shown). Scan analyses of the root 

system of T and NT plants did not show significant differences in the major parameters 

analyzed (diameter, volume and root length). Despite not statistically different, the root 

surface area of NT plants was higher than for T plants due to the presence of more roots 

larger than 0.9 mm (Figure S4).  

At the end of experiment, the sucrose content in the culms of plants was 33.8% higher 

than in the non-transgenic plants (Figure 5e), suggesting that T plants were capable of 

anticipating its maturation stage. 

One of the most important characteristics of sugarcane varieties is their capacity of ini-

tial sprouting. The cv. RB855156 used in the present study has high yields and sucrose 

levels; however, low initial sprouting is a major concern for this variety (Silva, Carlin 
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and Perecin, 2004). It was observed that the RB855156 transformation with the 

Rab17::DREB2A CA construct significantly improved bud sprouting in the transgenic 

plants (82%) compared with non-transgenic plants (61%) (Figure 5f). 

 

Discussion 

The use of DREB2 gene to confer abiotic stress tolerance was demonstrated in several 

model plants and also in commercially important C3 plants (Bihani et al. 2011; Chen et 

al. 2008; Morran et al., 2011).  ZmDREB2 was reported to express and function in C4 

plant maize (Qin et al. 2007; Liu et al. 2013). However, no DREB2A factor has been 

over-expressed in sugarcane. In order to further investigate the potential use of this gene 

in a C4 monocot species, the AtDREB2A CA gene was inserted in sugarcane under the 

control of drought inducible Rab17 of maize. 

The presence and expression of the transgene under drought conditions has been con-

firmed in T0 plants for several independent events (Figure 2 and 3). The phenotype of 

the transgenic plants was analyzed using the event 24.2, which was chosen based on a 

preliminary survival test under drought conditions (Figure 1). 

Stress-induced expression of the AtDREB2A CA gene in sugarcane had no negative ef-

fects on the plants morphology and growth; instead, it increased the culm linear length 

and internode length of eight months-old plants that were submitted to water deficit for 4 

days (Figure 5c and d). Therefore, the use of the stress inducible promoter Rab17, a 

well-characterized ABA-responsive gene from maize, overcame the difficulties encoun-

tered when using constitutive promoters, which is frequently associated with plant 



94 

 

growth retardation (Kasuga et al., 1999; Kasuga et al., 2004, Kim et al., 2004 and Mor-

ran et al., 2010). 

The promoter Rab17 has ABA responsive elements (ABRE) in a 100 bp segment of the 

promoter (Vilardell et al., 1991) and also several cis-elements (five putative ABREs and 

four other motifs) important for strong activity in response to abiotic stresses (Busk et 

al., 1997). Among these elements there is a GC-rich rab Activator element, CAC-

TGGCCGCCC, responsible for the low constitutive expression of Rab17 in maize 

leaves, and drought responsive elements (DREs) (Busk et al., 1997). Activation of the 

Rab17 promoter is induced by ABA, drought and salt stress through the single DRE, 

named DRE2 (Busk et al., 1997). Kizis and Pages (2002) suggested that the Rab17 pro-

moter could be suitable for drought-inducible expression of DREB transcription factors.  

The gas exchange rates (A, gs and E) of the T plants were higher than NT. However, 

statistical significance was only found for A and gs at day 2 and 3 after withholding 

water (Figure 3). Ci analysis showed that CO2 accumulated as the water stress developed 

and it was higher for NT plants at day 2. This accumulation of carbon dioxide indicates a 

limitation on CO2 assimilation processes rather than a higher stomatal conductance to 

CO2 as NT plants had lower values of gs in this condition. It is possible that water-deficit 

stress may have induced damage in photosynthesis or early senescence in the NT com-

pared to the transgenic plants and this caused decreased Rubisco amount and activity 

(Olsson 1995; Jiang et al. 1993).  

Water potential and RWC measurements revealed that the level of stress of the T and NT 

plants did not differ after two days of water withholding (Figure 4). In this case, the 

attained values of -1.5 MPa (WP) and 85% (RWC) represent a moderate stress condition 
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(Hsiao, 1973). It is noteworthy that this level of stress was kept until the end of the ex-

perimental period for the T plants, while for the NT a more severe water stress devel-

oped.  

According to Lawlor (2013) the development of symptoms of water-deficit in transgenic 

plants decreased A and increased non-photochemical chlorophyll a fluorescence for 

instance (Wang et al., 2008; Woo et al., 2008) is delayed when compared to non-

transgenic plants as a consequence of water saving mechanisms of the transgenic plants 

caused by its lower transpiration rates. He reports that higher transpiration rates of trans-

genic plants dries the soil faster than the transgenic plants and decreases non-transgenic 

leaf water potential, RWC, and gs more rapidly. As a consequence, metabolism of the 

transgenic plants is not affected when that of the non-transgenic is greatly impaired. 

Photosynthesis of the transgenic plants may continue over the period when the wild type 

is stressed, resulting in larger transgenic than non-transgenic plants after a period. While 

the small decreases in leaf area and/or gs in our transgenic sugarcane plants may accu-

mulate over several days, resulting in much smaller total water loss, as explained by 

Lawlor (2013) in the paragraph above, from the data obtained in our studies it seems that 

the improved drought response of the T plants was not associated with altered transpira-

tion rates mediated by stomatal closure or reduced leaf area. 

Plants characteristics determining total water loss are: leaf area (LA) and gs (Lawlor, 

2013), mesophyll resistance, number of stomata / unit area and stomata structure 

(Holmstrom et al., 1996; Goddijn et al., 1997; Fernandez-Aunion et al., 2010) and cell-

to-cell water permeability mediated by an abundance on PIP aquaporins (Yooyongwech 
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et al., 2013). Therefore, these parameters should be evaluated in further studies with the 

Rab17::DREB2A CA transgenic plants. 

The functional genes evaluated in this study showed specific modulation to each stress 

level, suggesting that the transgenic plants were more capable to sense the degree of 

water stress and to activate different response pathways to cope with that stress com-

pared with non-transgenic plants. Therefore, the stress-inducible production of At-

DREB2A CA was sufficient to regulate the expression of different classes of genes relat-

ed to the protection of the cell against dehydration.  

Previous microarray studies in transgenic A. thaliana plants carrying the 35S:AtDREB2A 

CA cassette showed over-expression of genes as LEAs, galactinol synthase, dehydrins 

and genes of hydrophilic proteins associated with membranes (Sakuma et al., 2006). 

LEA genes (CA094376), known to be responsible for protecting macromolecules such as 

enzymes and lipids from dehydration (Shinozaki e Yamaguchi Shinozaki, 1999; Sakuma 

et al., 2006), were strongly up-regulated in the leaves of our transgenic sugarcane two 

days after suspending the irrigation, whereas in the non-transgenic plants up regulation 

was only observed four days after suspending the irrigation. Dehydrins were up regulat-

ed on the 2
nd

 and 3
rd

 days. The precise function of dehydrins has not been established 

yet, but in vitro experiments revealed that some dehydrins (YSK(n)-type) bind to lipid 

vesicles that contain acidic phospholipids, while others (K(n)S-type) were shown to bind 

metals and have the ability to scavenge hydroxyl radicals (Asghar et al., 1994), protect 

lipid membranes against peroxidation or display cryoprotective activity towards freez-

ing-sensitive enzymes (Rorat, 2006). Similarly to the transcripts of dehydrins, transcripts 

of SCDR2 and 4 were up-regulated on the 2
nd

 and 3
rd

 days, respectively. Although func-
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tions of SCDR2 and SCDR4 are yet unknown SCDR2 has been reported to be related to 

drought and salt stress tolerance (Nogueira et al., 2012). 

Proline is a well-known compatible solute as well as an antioxidant and osmoprotectant 

(Hayat et al., 2012). Our results showed that the transgenic plants were capable of up-

regulating the P5CS transcripts abundance which suggests the participation of this func-

tional amino acid in the enhanced tolerance of the Rab17::DREB2A CA plants. Molinari 

et al. (2007) working with transgenic sugarcane plants over-expressing P5CS ({Delta} 1-

Pyrroline-5-Carboxylate Synthetase) for proline synthesis showed that this amino acid 

protected the plants against the oxidative stress caused by water deficit. We also exam-

ined the transcripts of galactinol synthase (GOLS), enzyme that plays a key role in the 

accumulation of galactinol and raffinose under abiotic stress conditions. According to 

Taji et al. (2002), galactinol and raffinose may function as osmoprotectants in drought-

stressed plants. Our results showed that changes in GOLS transcripts abundance were 

already noted before suspending the irrigation and increased with the development of the 

water deficit, reaching its peak of expression three days after withholding water.  

Several studies reports that the over-expression of DREB genes driven by the CaMV 35S 

or the rd29A promoter led to the accumulation of stress-inducible downstream genes 

coding for LEAs, dehydrins and heat-shock-related proteins, hence providing plants with 

enhanced stress tolerance (Oh et al., 2005; Sakuma et al., 2006; Schramm et al., 2008). 

Furthermore, elevated contents of osmoprotectants such as free proline, the soluble sug-

ars sucrose and raffinose and other metabolites like galactinol and myo-inositol have 

also been detected in such transgenics (Gilmour et al., 2000; Ito et al., 2006; Muruyama 

et al., 2009). Therefore analysis of these metabolites would provide more insights in the 
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mechanisms used by the Rab17::DREB2A CA transgenic sugarcane plants to cope with 

the drought stress. From the data obtained here, it seems that the improved drought re-

sponse of the transgenic sugarcane plants was not associated with altered transpiration 

rates mediated by stomatal closure or reduced leaf area. Instead, it appears to be a conse-

quence of the induced expression of genes related to cell protection against dehydration. 

The enhanced drought tolerance showed by the Rab17::DREB2A CA plants resulted in 

improved initial bud sprouting, increased culm linear and internode lengths and higher 

sucrose content (33.8%). In this case, it is well documented that accumulation of soluble 

sugars is strongly correlated with the acquisition of drought tolerance in plants (Hoekstra 

and Buitink, 2001, Kameli and Losel, 1993; Al Hakimi, Monneveux and Galiba, 1995; 

Cui et al., 2011).  

In conclusion, our results show that transformation of sugarcane with the AtDREB2A CA 

gene under the control of the Rab17 promoter enhanced the tolerance of the sugarcane 

variety RB855156 to water deficit. Moreover, as a consequence of the increased toler-

ance, the transformed plants had greater culm linear length and internode length and 

higher sucrose content when grown at well watered conditions after previous exposure to 

water deficit. As the success of any biotechnological strategy would ultimately be de-

termined by the final yield at field conditions the next studies will involve the analysis of 

the performance of the multiple sugarcane transgenic events including event 24.2 used in 

this study at realistic field conditions and under different water regimes.  
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Experimental procedures 

Tissue culture and plant transformation 

Leaf segments of 6-8-month-old plants of the sugarcane variety RB855156 were surface 

sterilized with 2.5% (v/v) sodium hypochlorite solution, and the outer leaves were asep-

tically removed. Transverse segments 2-3 mm wide were excised above the apical meri-

stem and placed on solid MS medium (Murashige and Skoog 1962) supplemented with 

20 g L
-1

 sucrose and 3 mg L
-1

 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and solidified with 

8 g L
-1

 Bacto Agar. Embryogenic calli were selected and cultured at 3-week intervals on 

the same medium prior to bombardment (Bower et al. 1996). The microprojectile sus-

pension was prepared as described by Sanford et al. (1993). 

The expression vector used for transformation of sugarcane (pBract 302) contains the A. 

thaliana DREB2A (AtDREB2A) CA (Sakuma et al., 2006) coding sequence driven by a 

stress-inducible promoter Rab17 from maize (Zea mays) (Busk et al., 1997). HindIII-

Rab17 promoter-SmaI fragment was inserted through HindIII and EcoRV sites of 

pBract302. Then PstI-AtDREB2A CA:NosT-EcoRI fragment was blunted and inserted 

through SmaI site. The pBract 302 also contains the bar cassette used as selective mark-

er. 

Following bombardment, calli were transferred to MS medium for 10 days without plant 

growth regulators and then placed on MSC3 (Bower et al. 1996) with 3 mg L
-1

 

glufosinate ammonium. Resistant calli were placed on 2,4-D-free MS medium for regen-

eration under 27 ± 1ºC with a 16-h photoperiod (30 µmol m
-2

 s
-1

). The rooted plantlets 

were transferred to planting trays containing a commercial propagation substrate 

(Plantmax
TM

) and grown in a controlled greenhouse conditions. 
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Molecular analyses and selection of events 

Standard polymerase chain reaction (PCR) techniques were used to detect the presence 

of the AtDREB2A CA transgene in leaf samples from regenerated putative transgenic 

sugarcane plantlets. The Rab17::DREB2A CA-specific primer sequences 5’ - 

TGTTATGCAGTTCGCTCTGG - 3’ and 5’ - CTACATCGGCTATTCTCTGG - 3’ 

were used to give a 674-bp product. Plants that presented amplification of the expected 

size product and non-transgenic plants were sprayed with 1% (v/v) glufosinate ammoni-

um and evaluated 8 days after spraying. 

Southern blot analyses were performed to confirm the integration of the AtDREB2A CA 

gene in transgenic plants. DNA samples (20 µg) were digested overnight with BclI, 

eletrophoresed on 1% (w/v) agarose gel, transferred onto nylon membranes (Hybond-N
+
, 

GE Healthcare, Piscataway, NJ) and fixed through incubation of 2 h at 80ºC. A 1.75-kb 

sequence corresponding to Rab17::DREB2A CA::TNos was used as probe. Labeling was 

performed using [α-
32

P]dCTP by random primer labeling. Hybridization and washings 

were performed at 42ºC. Membranes were exposed with BAS-MS 2340 IP support, and 

the data was acquired using a Fluorescent Image Analyzer FLA-3000 (Fujifilm Life 

Science). 

 

Real-time RT-PCR assays 

To eliminate contaminant genomic DNA, samples were treated with RQ1 RNase-free 

DNase according to the manufacturer's instructions (Promega, Madison, WI, USA), and 

RNA quality was verified by agarose gel electrophoresis and visual inspection of the 

ribosomal RNA bands upon ethidium bromide staining. Synthesis of first strand cDNA 
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was accomplished by treating 1 μg of total RNA with the SuperScript III using a One-

Step RT-PCR system (Invitrogen, Carlsbad, CA) and oligo (dT15) according to the 

manufacturer's recommendations. The qPCR was carried out with synthesized single-

stranded cDNA as described above and using the protocol recommended for the use with 

Step One Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems). The qPCR was performed 

with 1 μl of diluted ss-cDNA and 0.4 µM glyceraldehyde-6-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH), 0.2 µM for 25S ribosomal RNA (25S rRNA) and 1 μM for DREB2A, galac-

tinol synthase (GOLS), Saccharum drought responsive 2 (SCDR2), Saccharum drought 

responsive 4 (SCDR4), delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS), late embryo-

genic abundant (LEA) and dehydrin (DHY) of each primer in a final volume of 10 μl 

with 1 × SYBR green fluorochrome (SYBR Green qPCR Mix-UDG/ROX, Invitrogen). 

All samples were amplified in triplicate assays using the following conditions: 50°C for 

2 min and 95°C for 10 min for 1 cycle, followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 59°C 

for 1 min. The dissociation stage was performed at 95°C for 2 min, followed by 60°C for 

15 s and then at 95°C for another 15 s. The specificity of the PCR products generated for 

each set of primers was verified by analyzing the Tm of amplified products. Relative 

gene expression levels were calculated using the Q-Gene software (Muller et al., 2002) 

featuring an efficiency corrected threshold cycle based algorithm. GAPDH and 25S 

rRNA (Iskandar et al., 2004) were used as housekeeping genes and the geometrical mean 

of the relative quantities (RQs) was calculated using BestKeeper software (Pfaffl et al., 

2004). Individual amplification efficiencies were established with LinRegPCR v.2013.0 

using a window-of-linearity. Primers and average efficiency of the primer pairs are listed 

in Table 1.  



102 

 

Water-deficit assays 

Out of eight independently selected transformation events, the event 24.2 was selected 

for a preliminary drought experiment when the plants were submitted to 21 days of wa-

ter-deficit stress (Figure 1). Six cloned plants with similar size of the selected transgenic 

event 24.2 and non-transformed control were grown in 60-L PVC cylinders (see details 

below - Rhizotron trials). The PVC cylinders were placed in similar positions in relation 

to incidence of solar radiation, and the 8-months-old plants were submitted to a 4-day 

water-deficit stress period. 

 

Rhizotron trials  

To minimize the variability among individuals, plantlets of transgenic event 24.2 with 

similar age and size were selected. The sugarcane plants were grown in PVC cylinders 

(25 cm diameter, 150 cm height). The trials were carried out in a randomized block 

design (RBD) with five replications for both transgenic and non-transgenic plants. The 

PVC cylinders were assembled in clusters of six in a wooden rack designed according to 

Kashiwagi et al. (2005). Each PVC cylinder was lined with a plastic bag and filled with 

56 kg of red-yellow Latosoil/sand/vermiculite mixture (5:4:1, w/w/w) maintained to 

field capacity (FC) until plants reached 8 months-old. The leaf water potential (L) was 

measured in all plants in order to standardize water status in the beginning of experiment 

and also monitor the water status during water deprivation. 
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Plant water status 

The water tension in the xylem was measured daily (8:00 to 11:00), using a Scholander 

pressure chamber (Soil Moisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA) on the +4 

leaf, a fully expanded photosynthetically active leaf. These measurements were assumed 

to represent the leaf water potential (ΨL). Leaf relative water content (RWC) was esti-

mated according to Silva et al. (2007). Squares of 2 cm
2
 of +5 leaf (base, middle, top) 

was weighed in a precision balance (Marte - AL200C) to determine fresh weight, and 

placed in distilled water at room temperature for 48 h in darkness; thereafter, turgid 

weight was recorded. Finally, the samples were dried in an oven at 65°C for 48 h and 

dry weights were recorded. RWC was calculated as: RWC (%) = [(FM - DM)/ (TM - 

DM)] * 100 according to Matin et al. (1989). 

 

Gas exchange measurements 

Net photosynthetic rate (A), intercellular CO2 concentration (Ci), stomatal conductance 

(gs) and transpiration (E) were assessed using an open gas exchange system with a 6 cm
2
 

clamp-on leaf cuvette (LI-6400XT, LICOR, Lincoln, NE, USA). Leaf gas exchange was 

evaluated in the middle third of the second fully expanded leaf with visible ligule (+2 

leaf) (van Dillewijn, 1952). These measurements were taken every day between 8:00 and 

11:00, during the 4 days of water withholding. Photosynthetic photon flux density 

(PPFD) was fixed at 1.500 μmol m
-2

 s
-1

, using a red-blue LED light source built into the 

leaf cuvette, though other environmental factors, such as air humidity and temperature, 

were not controlled, i.e. natural variation was permitted. The vapor pressure deficit in the 

cuvette was maintained below 2.5 kPa to prevent stomatal closure due to the low air 
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humidity effect. The air collected outside the greenhouse was passed through a buffering 

zone and then pumped into the system, with mean CO2 concentration of 380 μmol mol
-1

. 

 

Biomass determination and yield indexes  

After 4 days without watering, the plants were removed from the PVC cylinders and 

divided into stems plus leaves and roots (carefully washed). Biomass yield was recorded 

and averaged in fresh weight and after the dry basis when the samples were vented drier 

(80ºC) until reaching constant weight in analytical balance (Marte - model AL200C). 

Yield indexes such as culm length and diameter, number and length of internodes were 

also measured using a digital paquimeter (Vonder - model PPV-1506). 

 

Sucrose content  

At the end of experiment, aliquots of cane juice from the last, penultimate and antepe-

nultimate internodes were collected and stored at -20ºC for sucrose content determina-

tion. The compounds of the juice were separated by high-performance liquid chromatog-

raphy (HPLC) and subsequently quantified using refractive index detection (RID). 

HPLC-RID was conducted with an Agilent 1260 Infinity system (Agilent Technologies, 

Palo Alto, CA) equipped with an Aminex HPX-87H anion-exchange column, 300 by 7.8 

mm (Bio-Rad, Hercules, CA). Samples were diluted with 9 volumes of H2O, injected 

into the HPLC-RID system (50-μl injection volume), and eluted isocratically with 0.02 

N H2SO4 at a flow rate of 0.5 ml min
-1

 (RID flow cell, 45°C; column, 50°C). Reference 

compound (Fisher Scientific) was diluted in H2O and used to generate a standard curve.  
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Roots growth measurements 

Roots were carefully washed and dipped in 50% (v/v) ethanol solution. Then, it was 

scanned at a resolution of 200 dpi, borderless 10 classes with 0.1 mm length range (Ep-

son Expression 10000XL scanner), and the background noise was removed from images 

using Adobe Photoshop version 5.0 LE (Adobe Systems). Root growth such as diameter, 

volume, surface area and root length was determined by analyzing scanned images by 

WinRHIZO version Pro2007a (Regents Instruments).  

 

Statistical analysis 

Experimental data were analyzed using randomized block design (RBD) with five repli-

cations for each treatment (non-transgenic plants and transgenic event 24.2). Samples for 

all analysis were collected at days 0, 1, 2, 3 and 4 after withholding water. Differences 

among treatments were analyzed by one-way ANOVA, taking P < 0.05 as significant 

according to Tukey’s multiple range test using Sisvar program version 5.3. 
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Figure S1 Tissue culture and genetic transformation of sugarcane RB855156. (a) devel-

opment of embryogenic callus; (b) multiplication of the embryogenic callus for trans-

formation via particle bombardment; (c) transgenic plant regeneration on selective me-

dium and (d) whole plant regeneration and multiplication 
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Figure S2 Leaf symptoms after spraying with 1% glufosinate ammonium after 8 days (A 

and B, respectively). C- Control non-transgenic plant, T- Transgenic plant. 
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Figure 1 Behavior of sugarcane with drought-inducible expression of AtDREB2A CA 

during preliminary ‘survival’ drought tolerance tests. Three-month-old plants submitted 

to 6 days of withholding water (a). One-month-old control non-transgenic plant (b) and 

transgenic event (24.2) (c) were grown in 8-liter plastic pots and submitted to water 

deficit by withholding irrigation for 21 days.  
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Figure 2 Southern blot analysis of genomic DNA from transgenic sugarcane plants 

hybridized with Rab17::DREB2A CA::TNos probe. Lane C, non-transgenic sugarcane 

plant (control); Lanes 1-8, genomic DNA from independent transgenic sugarcane lines 

digested with BclI lane 1, C1B1; lane 2, 3/2; lane 3, B5.P2; lane 4, B5.P5; lane 5, B9P2; 

lane 6, B9P3; lane 7, B6P4; lane 8, 24.2. Lanes 1c, 3c and 5c, pBract302 vector linear-

ized with SspI, corresponding to 1, 3 and 5 copies of the transgene, respectively. 
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Figure 3 Transcripts abundance of AtDREB2A CA (A) and genes up-regulated (B, C, D, 

E, F and G) during drought treatment. The geometrical mean of GAPDH and 25S rRNA 
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was used as a reference to measure the relative quantification that corresponds to the 

mean of three biological repetitions ± SE. The genes names are indicated in the histo-

grams. In each case, values of relative quantification correspond to the mean of at least 

three biological repetitions ± SE. Statistical differences (*p<0.05) were analyzed with 

ANOVA followed by Tukey’s test. 
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Figure 4 Physiological characterization of transgenic (T) and non-transgenic (NT) sug-

arcane plants under water deficit for four days after withholding water. Water potential 

(L) (a), Relative Water Content (RWC) (b), and gas exchange characteristics including 

concentrations of CO2 in the substomatic chamber (Ci) (c), net photosynthesis rate (A) 

(d), transpiration (E) (e), stomatal conductance (gs) (f). Values are the mean ± C.I. (n = 

5). Statistical differences (*p<0.05) were analyzed with ANOVA followed by Tukey’s 

test. 
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Figure 5 Agronomic characterization of transgenic (T) and non-transgenic (NT) sugar-

cane plants four days after withholding water. Shoot dry weight (a), root dry weight (b), 

internode length (c), culm total linear length (d), sucrose content (e), bud sprouting rate 

(f). Values are the mean ± C.I. (n = 5). Statistical differences (*p<0.05) were analyzed 

with ANOVA followed by Tukey’s test. 
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Table 1. PCR primers  

Oligo name Name of gene Sequence 

ID* 

Orientation Sequence (5´-3´) Amplicon 

size (bp) 

Average primer 

efficiency 

pGAPDH-F Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

CA254672 Sense CACGGCCACTGGAAGCA 101 1.915 

pGAPDH-R CA254672 Antisense TCCTCAGGGTTCCTGATGCC  

p25S rRNA-F 25S ribosomal RNA BQ536525 Sense GCAGCCAAGCGTTCATAGC 108 1,915 

p25S rRNA-R BQ536525 Antisense CCTATTGGTGGGTGAACAA-

TCC 

 

pDREB2A-F Dehydration-responsive ele-

ment-binding protein 2A 

AY063972 Sense CAGTGTTGCCAACGGTTCAT 59 1.989 

pDREB2A-R AY063972 Antisense GTAGCGGATCAAAACCAC-

TTTGT 

 

pGOLS-F Galactinol synthase TC114091 Sense AGTACAGGCCGATCCCGAAC 101 1.911 

pGOLS-R TC114091 Antisense GCAGTAGTGCACGGCCTTC  

pSCDR2-F Saccharum drought responsive 

2 

TC134397 Sense CCGGTTGCGCAGATTCAT 100 1.937 

pSCDR2-R TC134397 Antisense ATGTCCGCCTCCTAGAAGCA  

pSCDR4-F Saccharum drought responsive 

4 

TC125486 Sense ACGAGGAGCAGAGCTATGGT 104 1.928 

pSCDR4-R TC125486 Antisense CGGTTTTGGCTTCGGGTAA  

pP5CS-F Delta-1-pyrroline-5-

carboxylate synthetase 

TC112688 Sense CCTGATGCCTTGGTCCAGA 100 1.895 

pP5CS-R TC112688 Antisense TGCAATACTGTGTTTGATCT-

CATGG 

 

pLEA-F Late embryogenic abundant CA094376 Sense TGTTTCTCCATCTCCCGAGTG 105 1.895 

pLEA-R CA094376 Antisense CATGGCAGGGTCTCTCAAGC  

pDHY-F Dehydrin TC114145 Sense ACCAGTACGGCAATCCAGTTG 147 1.776 

pDHY-R TC114145 Antisense CGGAGCGATGCAGGATG  

*TC derived from Sugarcane Gene Index 3.0, remaining sequence IDs from Genbank (NCBI) 
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Figure S3 Climatic conditions including temperature (a), relative humidity (b) and DPV 

(c) during the experimental period. 
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Figure S4 Root surface area of transgenic (T) and non-transgenic (NT) plants four days 

after withholding water. Values are the mean ± C.I. (n = 5). Statistical differences 

(*p<0.05) were analyzed with ANOVA analyzed with ANOVA followed by Tukey’s 

test. 
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