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RESUMO 

 

As proteínas desacopladoras pertencem à família de carreadores aniônicos 

mitocondriais. De maneira geral, as proteínas desacopladoras dissipam o 

gradiente eletroquímico de prótons gerados na respiração na forma de calor, 

sendo dependentes de ácidos graxos e sensíveis aos nucleotídeos purínicos. O 

presente estudo visou investigar o comportamento de plantas transgênicas de 

tabaco que expressam de forma constitutiva o gene AtUCP1, frente aos 

estresses osmótico e salino, bem como analisar a atividade das regiões 

promotoras dos genes AtUCP1 e AtUCP2 de Arabidopsis thaliana, em resposta 

aos estresses osmótico e de baixa temperatura, e ao ácido abscísico. Numa 

primeira abordagem foram utilizadas sementes selvagens e de duas linhagens 

transgênicas, germinadas em meio MS adicionados ou não de NaCl e Manitol. O 

teste de germinação revelou que as linhagens transgênicas apresentam uma 

maior tolerância aos referidos estresses. Quando o crescimento radicular foi 

analisado, uma maior inibição foi constatada no controle não transgênico em 

relação às duas linhagens transgênicas testadas.  Adicionalmente, quando 

submetidas aos estresses, uma maior acumulação de ânion superóxido foi 

verificada nas folhas de plântulas não transgênicas em relação às plântulas das 

linhagens transgênicas. Quanto à quantificação de GUS nas plantas 

transformadas com os promotores dos genes AtUCP1 e AtUCP2, nenhuma 

alteração significativa foi observada em nenhum dos tratamentos testados. 

 

Palavras-chave: Proteínas desacopladoras, expressão gênica, transgênicos 
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ABSTRACT 
 
 
The uncoupling proteins belong to the mitochondrial anion carrier family. In general, 

the uncoupling proteins dissipate the proton electrochemical gradient generated in 

respiration as heat, being dependent on fatty acids and sensitive to purine 

nucleotides. In the present study, we investigated the behavior of transgenic tobacco 

plants that overexpress the AtUCP1 gene when subjected to osmotic and saline 

stress, as well as the activity of the promoters of the AtUCP1 and AtUCP2 genes of 

Arabidopsis thaliana, in response to osmotic and cold stress, and abscisic acid. In 

the first approach, seeds from wild type and two transgenic lines were germinated in 

MS medium containing (or not) NaCl and mannitol. The germination test showed that 

the transgenic lines have a higher stress tolerance. When root growth was analyzed, 

a greater inhibition was observed in non-transgenic control seedlings as compared to 

seedlings of the two transgenic lines tested. Additionally, when subjected to stress, a 

greater superoxide anion accumulation was detected in leaves of non-transgenic 

seedlings as compared to seedlings of transgenic lines. Quantification of GUS 

activity in the plants transformed with the tested promoters, revealed no treatment-

specific differences. 

 

 

Keywords: Uncoupling proteins; gene expression; transgenic plants  

 

 



SUMÁRIO  
 
 

Resumo ............................................................................................ iii 
 
Abstract ............................................................................................ iv 
 
 
 
I - INTRODUÇÃO ............................................................................07 
 I.1- Proteínas desacopladoras mitocôndriais .........................07 
 I.2- Proteínas desacopladoras mitocondriais em plantas.......12 
 I.3- As pUCPs e a resposta a estresses ................................15 
II – OBJETIVOS ...............................................................................22 
III – MATERIAL E MÉTODOS .........................................................23 
 III.1- Material Vegetal e cultivo das sementes .......................23 
 III.2- Descrição dos ensaios realizados .................................24 

III.2.1- Ensaios usando as linhagens transgênicas contendo as regiões 
promotoras do gene AtUCP1 e AtUCP2 .....................................24 

III.2.1.1- Quantificação da atividade GUS..............................24 
     III.2.2- Ensaios de germinação usando as plantas transgênicas que 
superexpressam o gene AtUCP1................................................26 

  III.2.2.1 - Testes de Germinação............................................26 
    III.2.2.2 – Detecção de espécies reativas de oxigênio ............27 
    III. 2.2.3 – Análise do crescimento das raízes.........................28 

IV – RESULTADOS .........................................................................29 
IV.1 – Quantificação de GUS ...................................................29 
IV.2 – Teste de germinação .....................................................31 
IV.3 – Detecção de espécies reativas de oxigênio ...................37 
IV.4 – Análise de crescimento radicular ...................................40 

V –  Discussão ................................................................................43 
V.1 – Análise de germinação de sementes que expressam 
constitutivamente o gene AtUCP1............................................43 
V.2 – Quantificação da atividade de GUS em plantas contendo os 
promotores dos genes AtUCP1 e AtUCP2 ...............................47 

VI – Conclusão ................................................................................51 
VII - Referências .............................................................................52  
 

 

 
 
 
 

 

  
 
 



 7 

I- Introdução 

 

I.1- Proteínas desacopladoras mitocôndriais  

 

Todas as funções celulares dependem de um suprimento de energia 

proveniente do catabolismo de carboidratos, lipídios e aminoácidos. Em células 

eucarióticas, o processo de formação de energia inicia-se no compartimento 

citosólico e tem continuidade nas mitocôndrias.  

As mitocôndrias são organelas celulares que convertem a energia em uma 

forma biologicamente utilizável nas reações celulares. Essas organelas são 

formadas por duas membranas, uma externa, responsável por controlar o fluxo de 

íons e metabólitos para o espaço intermembranas, e a membrana interna, altamente 

especializada e rica em proteínas, dentre as quais, componentes da cadeia 

respiratória e proteínas responsáveis pelo transporte de metabólitos.  

A oxidação dos combustíveis como lipídios e carboidratos produz CO2, o qual 

é liberado como subproduto, gerando energia na forma de elétrons que é então 

conservada nos compostos NADH (Nicotinamida-Adenina-Dinucleotídeo) e FADH2 

(Flavina-Adenina-Dinucleotídeo). Estes compostos são transferidos para a 

membrana mitocondrial interna, onde entram na cadeia transportadora de elétrons, 

doando elétrons. Nessa doação de elétrons, NADH é oxidado a NAD
+ 

e FADH2 a 

FADH. Essa cadeia, também conhecida por cadeia respiratória, contém mais de 40 

proteínas, das quais aproximadamente 15 estão diretamente envolvidas no 

transporte de elétrons. A maioria das proteínas envolvidas na cadeia transportadora 

de elétrons está agrupada em três grandes complexos enzimáticos respiratórios: 
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complexo I ou NADH desidrogenase, complexo III ou citocromo bc1 e complexo IV ou 

citocromo c oxidase. 

Em organismos aeróbicos, o destino final dos elétrons que se movimentam 

pela cadeia respiratória é o oxigênio molecular, o qual é reduzido a H2O. No 

processo de transporte dos elétrons ao longo da cadeia acontece a liberação de 

energia, sendo uma parte desta dissipada na forma de calor, e a outra utilizada para 

transportar prótons (H+) da matriz mitocondrial (região com baixa concentração de 

H+) para o espaço intermembrana da mitocôndria (região com alta concentração de 

H+), estabelecendo assim um gradiente de prótons. Os prótons tendem a voltar para 

a matriz atravessando a ATP-sintetase, um complexo protéico da membrana 

mitocondrial interna que sintetiza ATP a partir de ADP mais fosfato. Este 

acoplamento depende da impermeabilidade da membrana interna aos prótons, que 

permite o estabelecimento de um gradiente eletroquímico através da membrana. Tal 

acoplamento, entretanto, não é perfeitamente ligado à síntese de ATP, visto que os 

prótons podem retornar para a matriz mitocondrial através de outras proteínas 

também presentes na membrana interna. Dentre essas, as proteínas denominadas 

proteínas desacopladoras mitocondriais (UCP- uncoupling protein mitochondrial) 

catalisam o desacoplamento da cadeia transportadora de elétrons da fosforilação 

oxidativa. Como conseqüência, o potencial de membrana é ligeiramente reduzido e 

a energia derivada da oxidação dos substratos é perdida na forma de calor.  

As UCPs formam uma classe dentro da família de carreadores aniônicos 

mitocondriais (MACF), que apresentam estrutura tripartida consistindo de três 

domínios repetidos, cada qual contendo duas regiões hidrofóbicas que formam α-

hélices transmembranas, e também um motivo altamente conservado denominado 

Energy Transfer Proteins Signature – P-x-[DE]-x-[LIVAT]-[RK]-x-[LRH]-[LIVMFY] 
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(Borecký et al., 2001). De maneira geral, as proteínas desacopladoras dissipam o 

gradiente eletroquímico de prótons gerados na respiração na forma de calor 

(Nicholls,1999), sendo dependentes de ácidos graxos e sensíveis aos nucleotídeos 

purínicos. Apesar de todo conhecimento sobre as funções fisiológicas das UCPs, o 

mecanismo através do qual os ácidos graxos ativam o transporte de prótons via 

UCP ainda não foi totalmente elucidado. Em função da inexistência de um consenso 

sobre a questão, dois modelos têm sido propostos para explicar esse mecanismo: o 

primeiro deles chamado de modelo tamponante (Winkler e Klingenberg, 1994), 

propõe uma ligação entre os ácidos graxos e sítios localizados junto ao canal de 

prótons da proteína, criando grupos aceptores/doadores de elétrons que facilitariam 

o transporte de H+. O segundo, chamado de modelo protonoforético (Garlid et al., 

1996; 1998; 2000) propõe que as proteínas desacopladoras mitocondriais 

funcionariam como carreadoras de ânions, exportando ácidos graxos livres 

desprotonados para a monocamada externa da membrana mitocondrial interna, os 

quais posteriormente penetram na monocamada interna na forma protonada por um 

mecanismo denominado “flip-flop”, deixando um próton na matriz mitocondrial para 

cada ciclo de transporte (Garlid et al., 1996, 1998; 2000; Ježek et al., 1997). Apesar 

da pouca compreensão sobre a real necessidade dos ácidos graxos para o 

funcionamento das UCPs, ou qual seria o mecanismo de transporte induzido por 

eles, existem fortes argumentos fisiológicos e experimentais mostrando que os 

nucleotídeos purínicos (PN; do inglês purine nucleotides) inibem a atividade das 

UCPs. O sítio de ligação da UCP aos PNs está voltado para o espaço 

intermembrana contendo “solução citosólica”, logo, a concentração dos PNs nessa 

solução é que irá permitir o desacoplamento (Dlasková et al., 2006). 
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As UCPs foram inicialmente denominadas de termogenina ou proteína de 

ligação ao GDP (guanosina-difosfato) (Nicholls, 2001). Porém, após a sua devida 

caracterização em tecido adiposo marrom de camundongos por Ricquier e Kader em 

1976, a sigla UCP (uncoupling protein) passou a ser oficialmente empregada, sendo 

esta chamada de UCP1 (uncoupling protein 1). A UCP1 está diretamente envolvida 

com a principal função fisiológica do tecido adiposo marrom que é de termogênese 

(sem tremor). A função termogênica da UCP1 foi caracterizada em mamíferos 

hibernantes (Nicholls et al., 1999), em mamíferos recém-nascidos adaptados ao frio 

(Argyropoulos et al., 2002; Mozo et al., 2005), e durante a termogênese induzida por 

dieta em pequenos roedores (Erlanson-Albertsson et al., 2003). A UCP1 não é 

específica de tecido adiposo marrom, sendo expressa também no timo de ratos e 

camundongos, onde sua função fisiológica ainda não foi muito investigada, no 

músculo liso do aparelho digestivo, do útero, e do aparelho reprodutor masculino, 

onde desempenha um importante papel na termogênese, bem como relaxamento 

das camadas longitudinais de músculo liso (Nibbelink et al., 2001; Carroll et al., 

2005). 

De 1997 a 2000 foram descobertas quatro UCPs homólogas a UCP1, sendo 

as mesmas numeradas de acordo com a ordem de descoberta. A UCP2 e a UCP3 

apresentam 59 e 57% de identidade com a UCP1, respectivamente, e 73% de 

identidade quando comparadas entre si (Krauss et al., 2005); já as UCP4 e UCP5 

são altamente expressas no sistema nervoso central (Sanchis et al.,1998; Mão et al., 

1999), apresentando uma baixa identidade com a UCP1. 

   A UCP2 foi clonada em 1997, sendo ubiquamente encontrada em vários 

tecidos. Acredita-se que ela desempenhe um papel importante na manifestação de 

doenças como diabetes e obesidade, bem como na resposta a infecções (Fleury et 
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al., 1997; Gimeno et al., 1997). Seus transcritos estão amplamente distribuídos, 

sendo encontrados em maior quantidade no baço, timo, células pancreáticas, 

coração, pulmão, tecido adiposo marrom e branco, estômago, testículos e 

macrófagos, e em menores quantidades no cérebro, rins, fígado, e músculo 

(Nedergaard et al., 2003; Mattiasson et al., 2006). Apesar da UCP2 ser expressa em 

muitos órgãos/tecidos, a quantidade de proteína detectada não é aparentemente 

proporcional ao nível de transcritos, uma vez que ela não está presente onde o 

mRNA é facilmente observado, como por exemplo, nos tecidos do coração, músculo 

esquelético e tecido adiposo marrom (Pecqueur et al., 2001). Por outro lado, os 

transcritos do gene UCP3 e sua proteína foram encontrados no tecido adiposo 

marrom de roedores, tecidos cardíacos, sendo altamente específicos de músculo 

esquelético. A UCP3 está provavelmente envolvida na respiração. 

As UCP4 e UCP5 (Sanchis et al., 1998; Mizuno et al., 2000, Yu et al., 2000) 

possuem 30% de identidade com a sequência de aminoácidos da UCP1, e são 

bastante divergentes das demais isoformas encontradas em mamíferos. Como estão 

filogeneticamente localizadas a uma maior distância das outras proteínas 

desacopladoras já descritas, elas estão mais relacionadas com os carreadores 

oxoglutaratos (Borecky et al., 2001). A UCP5 é idêntica a proteína carreadora 

mitocondrial de cérebro (BMCP1) com exceção do aminoácido Val-180. Em 

humanos, o gene UCP5 é expresso nos rins, útero, coração, pulmão, estômago, 

fígado e músculo esquelético, sendo seus transcritos particularmente abundantes no 

cérebro e nos testículos, diferentemente do gene UCP4, que é expresso de forma 

especifica no cérebro (Sanchis et al.,1998; Mao et al., 1999; Kim-Han et al., 2001). 

Em 1995, Vercesi e colaboradores constataram a presença de uma atividade 

desacopladora em mitocôndrias isoladas de batata muito parecida com a atividade 
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da UCP1 em tecido adiposo marrom, sugerindo a existência de uma proteína 

desacopladora nos vegetais. Os autores chamaram a proteína evidenciada de 

PUMP (plant uncoupling mitochondrial protein), mas a denominação pUCP (de plant 

UCP) vem sendo empregada atualmente. Após a sua descoberta em batata, iniciou-

se uma intensa procura por UCPs homólogas em diferentes espécies vegetais e em 

outros eucariontes.  

Assim, a ampla distribuição das UCPs no reino dos eucariontes pode ser 

evidenciada pela sua presença em plantas (Vercesi et al., 1995; Maia et al., 1998; 

Brandalise et al., 2003a), pássaros (Raimbault et al., 2001; Talbot et al., 2003; 

Vianna et al., 2001), vertebrados exotérmicos, como Xenopus (Keller et al., 2005) e 

peixes (Stuart et al., 1999), em Drosophila (Fridell et al., 2004), e em eucariontes 

primitivos como Caenorhabditis elegans (Vercesi et al., 2006), Acanthamoeba 

castellanii (Jarmuszkiewicz et al., 1999), Dictyostelium discoideum (Jarmuszkiewicz 

et al., 2002), fungos (Cavalheiro et al., 2004; Jarmuszkiewicz et al.,2000), e no 

parasita Plasmodium bergbei (Uyemura et al., 2000). Essa ampla distribuição sugere 

diferentes papéis fisiológicos para as UCPs que extrapolam a função termogênica 

descrita inicialmente para a UCP1. 

 

I.2- Proteínas desacopladoras mitocondriais em plantas 

 

A análise detalhada da taxa respiratória de mitocôndrias de tubérculo de batata, 

bem como o efeito acoplador da BSA (Albumina de Soro Bovino) associada ao ATP, 

levaram Beavis e Vercesi (1992) a propor a existência de um fator semelhante à 

UCP1 em plantas. Eles demonstraram que mitocôndrias de batata possuem um 

canal aniônico semelhante ao canal aniônico de membrana de mitocôndria de 
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animais (IMAC), sugerindo que sua alta permeabilidade aniônica se deve à presença 

dos IMACs, denominados em plantas de PIMAC (Plant Inner Membrane Anion 

Channel). Além deste canal aniônico, também foi proposto que estas mitocôndrias 

possuem uma permeabilidade a H+ independente de alterações estruturais (Beavis e 

Vercesi, 1992). 

Como já mencionado, a efetiva existência de uma proteína mitocondrial 

desacopladora em tubérculos de batata (Solanum tuberosum) foi demonstrada por 

Vercesi e colaboradores em 1995, sendo esta denominada PUMP (plant uncoupling 

mitochondrial protein). Utilizando o protocolo de isolamento da UCP1 de mamíferos 

(Klingenberg e Winkler, 1986), os autores conseguiram isolar esta proteína e, após 

incorporá-la em lipossomos, puderam constatar a alcalinização do meio externo em 

lipossomos carregados com a proteína isolada. Esta observação sugeriu que a 

PUMP poderia facilitar o transporte de H+, na presença de ácidos graxos livres, 

sendo fisiologicamente inibida por ATP, GDP e GTP, da mesma forma que a UCP1, 

o que foi comprovado experimentalmente empregando sistemas reconstituídos 

(Vercesi et al., 1995; Ježek et al., 1997).   

Dois anos mais tarde, Laloi e colaboradores (1997) clonaram um cDNA em 

batata (denominado StUCP) codificando um peptídeo com alta similaridade à 

proteína desacopladora de mamíferos. Um segundo clone de cDNA codificando uma 

proteína mitocondrial desacopladora também foi isolado em Arabidopsis thaliana 

(Maia et al., 1998). Nesse caso, o polipeptídio deduzido apresentava 81% de 

identidade (e 89% de similaridade) com a StUCP clonada por Laloi e colaboradores 

(1997). O alinhamento da sequência de aminoácidos das pUCPs de Solanum 

tuberosum (StUCP) e de Arabidopsis thaliana (AtUCP) com a sequência das UCPs 

de animais evidencia uma similaridade de 41% com a UCP1, e de 43% (StPUMP) e 
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46% (AtPUMP) com a UCP2 (Ricquier et al., 2000; Laloi, 1999; Jesek e Urbankova, 

2000).  

Desde então, vários homólogos passaram a ser identificados em diferentes 

espécies vegetais. Em 1999, um segundo cDNA codificando pUCP foi clonado e 

caracterizado em Arabidopsis thaliana, sendo este denominado AtUCP2 (Watanabe 

et al., 1999). Posteriormente, genes codificando proteínas desacopladoras foram 

identificados tanto em plantas dicotiledôneas [SfUCP em repolho (Ito et al., 1999) e 

HmUCPa em Helicodiceros muscivorus (Ito et al., 2003)] como em 

monocotiledôneas [WhUCP em trigo (Murayama et al., 2000), OsUCP em arroz 

(Watanabe et al., 2002) e ZmUCP em milho (Brandalise et al., 2003)]. 

Em 2006, a análise detalhada do genoma de Arabidopsis thaliana permitiu a 

identificação de uma família gênica de pUCPs composta por seis membros 

(chamados de AtPUMP1-6; Borecký et al., 2006). Em uma análise similar que incluía 

esses seis genes de Arabidopsis como isca, os autores conseguiram identificar no 

transcriptoma de cana de açúcar, cinco sequências não redundantes (denominadas 

SsPUMP1-5) contendo regiões codificadoras cujos produtos eram altamente 

similares às UCPs/PUMP já descritas (Borecký et al., 2006).  

A disponibilidade da sequência completa do genoma de A. thaliana permitiu 

localizar esses seis genes nos diferentes cromossomos: AtUCP1 está localizado no 

cromossomo 3, AtUCP2 e AtUCP6 no cromossomo 5, AtUCP3 no cromossomo 1, 

AtUCP4 no cromossomo 4 e AtUCP5 no cromossomo 2 (Nogueira et al., 2005; 

Borecký et al., 2006). Adicionalmente, o perfil expressão desses genes em 

diferentes órgãos/tecido foi investigado. Dos seis genes descritos, AtUCP1, AtUCP4 

e AtUCP5 apresentaram expressão ubíqua, sendo os genes AtUCP4-5 os mais 

abundantes, AtUCP2 foi expresso exclusivamente em sílica verde e AtUCP3 
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detectado exclusivamente em raiz. Em contrapartida, transcritos do gene AtUCP6 

não foram detectados.   

Em cana de açúcar, uma análise no banco de dados do SUCEST 

(http://sucest.lad.dcc.unicamp.br) mostrou que os transcritos dos genes que 

codificam SsUCPs se acumulam mais em tecidos proliferativos ou altamente 

fotossintetizante (gemas laterais ou flores imaturas), o que sugere uma importância 

funcional nesses tecidos (Borecký et al.,2006).  

A presença desses homólogos levou a um grande aumento no número de 

estudos dedicados a esta família de proteínas, não obstante, o papel fisiológico das 

mesmas ainda não está totalmente elucidado. 

 

I.3- As pUCPs e a resposta a estresses 

 

Um dos primeiros autores a definir estresses biológicos partindo de um 

conceito físico foi Levitt em 1972. Ele sugeriu que o estresse biológico poderia ser 

definido como condições ambientais que induzem um organismo a entrar num 

estado de tensão, definindo tensão como determinadas alterações no metabolismo e 

na fisiologia do organismo. O estresse está intimamente ligado ao processo de 

aclimatação resultando em alterações transientes da expressão gênica e na 

produção de compostos específicos durante a exposição da planta a condições 

adversas. No entanto, cada planta responde de uma maneira quando exposta ao 

estresse, já que uma determinada condição ambiental pode ser desfavorável para 

uma determinada espécie vegetal, mas não para outra (Taiz e Zeiger, 1998; 

Nogueira, 2004). 
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Estresses abióticos e bióticos podem alterar o funcionamento das organelas 

celulares, exercendo uma pressão sobre o organismo e exigindo o desenvolvimento 

de estratégias gerais e específicas de proteção. Em resposta a essas alterações, 

num processo de aclimatação às novas condições impostas, as células são 

induzidas a aumentar ou diminuir a expressão de um determinado gene ou de um 

conjunto de genes (Cherry, 1994; Nogueira, 2004). Por essa razão, não causa 

surpresa o fato de que as respostas celulares, moleculares e bioquímicas das 

plantas sejam extremamente complexas (Keegstra e Thomashow, 2002). 

Condições de estresse ambiental tais como déficit hídrico, salinidade e 

extremos de temperatura são altamente limitantes para o desenvolvimento vegetal 

(Zhu, 2001). Como consequência, determinados estresses ambientais podem 

provocar um aumento rápido e excessivo das espécies reativas de oxigênio (EROs) 

nas células, que podem por sua vez promover lesões oxidativas em qualquer 

biomolécula. O dano oxidativo é especialmente importante nas mitocôndrias, já que 

as EROs são continuamente geradas pela cadeia respiratória (em dois sítios 

principais: os complexos I e III) ou produzidas pelo metabolismo de compostos 

endógenos dessa organela. São consideradas como as principais formas de EROs: 

o superóxido (O-
2), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o radical hidroxil (OH) e o óxido 

nítrico (NO) (Mittler, 2002). Tais espécies parecem contribuir para o declínio na 

capacidade de produção de energia das mitocôndrias durante o processo de 

envelhecimento (Bartels, 2001; Zhu, 2001; Vercesi, 2003).  

Nesse cenário, diversos estudos sugerem que as UCPs desempenham um 

papel importante na defesa celular contra o estresse oxidativo mitocondrial, uma vez 

que o desacoplamento entre a respiração e a fosforilação oxidativa mediado por 

essas proteínas seria capaz de aumentar a velocidade respiratória, levando a uma 
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significativa redução na geração mitocondrial de EROs (Kowaltowski et al., 1998; 

Skulachev, 1996; Boveris e Chance, 1973; Popov et al., 1997; Houron-Cabassa et 

al., 2002). Em condições adversas, portanto, a atividade dissipativa das UCPs 

auxiliaria a reduzir o estresse oxidativo prevenindo a formação de superóxido que é 

a fonte primária de EROs na mitocôndria (Maxwell et al., 1999; Kowaltowski et al., 

2009).  

Em consonância, diversos estudos foram capazes de demonstrar que as 

UCPs são ativadas pelas EROs, sugerindo que o principal papel fisiológico dessas 

proteínas, especialmente em tecidos não termogênicos, seja o de moderar a 

produção desses radicais durante a ocorrência do estresse (Vercesi et al., 2006; 

Fernie et al., 2004; revisto em Pastore et al., 2007). Por exemplo, em mitocôndrias 

isoladas de tubérculos de batata, a adição de ácido linoléico, que aumenta a 

atividade da StUCP, resulta em um decréscimo da produção de H202 (Kowaltowski et 

al.,1998). Da mesma maneira, resultados obtidos por Pastore e colaboradores 

(2000) demonstram que a pUCP é ativada pela produção de EROs em mitocôndrias 

isoladas de trigo.  

Trabalhos adicionais empregando mitocôndrias isoladas de batata indicam 

que a completa inibição da atividade da StUCP por nucleotídeos é dependente de 

radicais superóxido (O2-) (Considine et al., 2003), sendo tal dependência constatada 

também para as UCP1-3 de mamíferos (Echtay et al., 2002; Talbot et al., 2003). 

Murphy e colaboradores (2003) sugerem que o superóxido presente na matriz 

mitocondrial é capaz de estimular as UCPs pela inativação de enzimas que contém 

centros ferro-enxofre (FeS) como a aconitase, promovendo a liberação de Fe+2. Na 

presença de peróxido de hidrogênio, os íons de ferro reagem formando radicais 

hidroxilas (OH-), os quais geram radicais no carbono central dos fosfolipídeos 
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iniciando o processo de peroxidação lipídica. Produtos da peroxidação lipídica, como 

4-hidroxi-2-trans-nonenal (HNE), seriam então capazes de ativar as UCPs de 

mamíferos e plantas por um mecanismo de feedback negativo (Vercesi et al., 2006), 

diminuindo assim a produção de espécies reativas de oxigênio. Em suma, a 

sensibilidade das UCPs ao estado redox sugere a existência de um mecanismo de 

feedback capaz de controlar a produção mitocondrial de EROs pela ativação de um 

desacoplamento controlado (Kowaltowski et al., 2009). 

Em mitocôndrias isoladas de trigo, a atividade da WhUCP em resposta a 

estresse osmótico demonstrou ser modulada por EROs através de um mecanismo 

de retroalimentação, sugerindo assim que as pUCPs devem atuar de forma indireta 

como um sistema antioxidante de defesa (Pastore et al., 2007). Corroborando tais 

observações, em um estudo pioneiro in planta foi possível verificar que a expressão 

constitutiva do gene AtUCP1 em plantas transgênicas de tabaco promove um 

aumento da tolerância ao estresse oxidativo induzido de forma exógena (Brandalise 

et al., 2003b). Em contrapartida, Sweetlove e colaboradores (2006) verificaram que o 

nocaute desse mesmo gene em Arabidopsis thaliana resulta em um estresse 

oxidativo localizado, mas que não afeta a capacidade da planta em suplantar alguns 

estresses abióticos (baixa temperatura, exposição a metal pesado e tratamento com 

herbicida).  Esses autores, entretanto, não levaram em consideração a existência de 

uma possível complementação funcional por parte das outras isoformas presentes 

em Arabidospsis e descritas por Borecký et al. (2006). 

O papel indutor das EROs também foi observado em estudos de expressão 

gênica. Em milho, Brandalise e colaboradores (2003a) observaram a indução da 

expressão do gene ZmUCP em resposta a estresse oxidativo gerado pela aplicação 

de menadiona ou peróxido de hidrogênio. Ainda em milho, Dlasková e colaboradores 
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(2006) verificaram que em sementes germinadas em condições de estresse salino 

houve um aumento da transcrição do gene ZmUCP, e propuseram, com base nos 

resultados obtidos, que os níveis elevados dessa proteína estariam neutralizando o 

aumento da produção de EROs sob condições de estresse.  

Diferenças na expressão gênica das pUCPs são observadas em resposta à 

exposição à baixa temperatura, estresse que é normalmente associado ao aumento 

da formação de espécies reativas de oxigênio celular. Nesse caso, dois grupos 

distintos de genes puderam ser identificados em plantas: os que apresentam 

indução por baixa temperatura como os genes StUCP em batata (Laloi et al., 1997), 

AtUCP1, AtUCP4 e AtUCP5 em A. thaliana (Borecký et al.,2006), SsUCP4 e 

SsUCP5 em cana-de-açúcar (Borecký et al., 2006) e SfUCP em repolho (Ito et 

al.,1999); e os que não respondem ao estresse de baixa temperatura como os genes 

WhUCP em trigo (Murayma e Handa, 2000), AtUCP2 em A. thaliana (Watanabe et 

al., 1999; Borecký et al., 2006), OsUCP em arroz (Watanabe e Hirai, 2002), 

SsUCP1, SsUCP2 e SsUCP3 em cana-de-açúcar (Borecký et al., 2006) e ZmUCP 

em milho (Brandalise et al., 2003).  

O fato de que alguns genes que codificam pUCPs sejam responsivos a baixas 

temperaturas fornece evidências para um possível envolvimento dessas proteínas 

com a geração de calor em plantas termogênicas. Entretanto, até o momento, 

nenhuma função termogênica foi evidenciada para as pUCPs, exceção feita a um 

estudo recente que relata que a co-expressão das proteínas dissipadoras de energia 

[representadas aqui pela oxidase alternativa (AOx) e pela pUCP] nas espádices de 

Symplocarpus seria responsável pela geração de calor nesse órgão termogênico 

(Onda et al., 2008). Outras evidências experimentais, todavia, associam esses dois 
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sistemas dissipadores de energia com o mecanismo de prevenção da formação de 

EROs e, consequentemente, na tolerância a estresses. 

  Dados de expressão gênica em larga escala disponíveis na literatura relatam 

alguns genes que codificam pUCPs em espécies modelo como sendo induzidos em 

diferentes situações de estresse como ferimento (Cheong et al., 2002), ataque por 

patógeno (Van Wess et al., 2003; Whithan et al., 2003), programa de morte celular 

induzido por calor (Swidzinski et al., 2002), estresse salino e osmótico (Trono et al., 

2006), bem como em resposta a fitohormônios como o ABA (ácido abscísico) (Seki 

et al., 2002). É importante salientar que situações ambientais adversas como as 

descritas acima normalmente estimulam a produção celular de EROs pelos aparatos 

fotossintéticos e pela respiração mitocondrial, sendo bastante provável que os genes 

que codificam pUCPs sejam induzidos em tais situações. 

Em um estudo objetivando investigar os efeitos do estresse oxidativo na 

transcrição dos genes AtUCP1-5, Fávaro (2008) submeteu plântulas de Arabidopsis 

thaliana a estresse salino e osmótico, respectivamente, e avaliou a expressão 

relativa dos referidos genes por PCR em Tempo Real. Embora nenhuma variação 

significativa no perfil de expressão dos genes analisados em resposta a NaCl pode 

ser constatada, um aumento significativo na expressão relativa de dois genes 

(AtUCP1 e AtUCP5) foi observado em plântulas tratadas com manitol, indicando que 

tais genes são responsivos ao estresse osmótico. O maior aumento na expressão 

relativa dos genes AtUCP1 e AtUCP5 foi observado 12 horas após o tratamento, 

com posterior queda nos níveis de expressão.  

Em um estudo semelhante, Trono e colaboradores (2006) observaram que 

em plântulas de trigo submetidas a estresse salino e osmótico não ocorre um 

significativo aumento no nível de expressão dos dois genes de pUCP presentes 
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nessa espécie. Entretanto, um aumento na atividade desacopladora dos produtos 

gênicos correspondentes foi observado, indicando que os estresses em questão 

devem modular a atividade protéica e não a expressão dos genes relacionados. 

Esses dados sugerem ainda um envolvimento de mecanismos pós-transcricionais 

e/ou traducionais de regulação. Segundo esses autores, a modulação da atividade 

catalítica parece ocorrer em resposta a ativadores específicos (EROS, ácidos 

graxos) que não afetariam a taxa de transcrição do gene relacionado. Tais 

discrepâncias sugerem um padrão complexo de regulação das pUCPs que requer 

uma investigação mais aprofundada. Porém, pelos dados aqui relatados fica 

evidente que a resposta adaptativa das plantas a determinadas situações de 

estresse envolve, dentre outros fatores, a ação das pUCPs.  
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II – Objetivos 
 
 

Os objetivos gerais do presente trabalho foram: 

 

 

• Investigar o comportamento de plantas transgênicas de tabaco que 

expressam de forma constitutiva o gene AtUCP1 (Brandalise et al.,2003) 

frente aos estresses osmótico e salino.  

 

• Analisar a atividade das regiões promotoras dos genes AtUCP1 e AtUCP2 em 

resposta aos estresses osmótico e de baixa temperatura, e ao ácido 

abscísico. 
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III- Material e Métodos 

 

III.1- Material Vegetal e cultivo das sementes 

 

Foram utilizadas sementes de Nicotiana tabacum SR1 selvagens (não 

transformadas) bem como de quatro linhagens transgênicas transformadas com 

cassetes de expressão contendo, respectivamente, as regiões promotoras dos 

genes AtUCP1 (chamadas de 1.5.1 e 1.6.2) e AtUCP2 (chamadas de 2.1.2 e 

2.2.3), e de duas linhagens transgênicas (P07 e P49) que expressam de maneira 

constitutiva o gene AtUCP1, sendo que a linhagem P07 apresenta um maior nível 

de expressão quando comparada com a linhagem P49 (Brandalise et al., 2003b). 

Todas as sementes foram inicialmente esterilizadas, e colocadas para germinar 

visando à obtenção de plântulas estéreis para serem utilizadas nas análises de 

germinação, detecção de espécies reativas de oxigênio, determinação do 

comprimento das raízes e nos ensaios fluorimétricos. 

Para esterilização as sementes foram inicialmente embebidas em água Milli-Q 

pelo período de uma hora, sendo em seguida colocadas em etanol 70% por 1 

minuto e lavadas 2x com água Milli-Q autoclavada. Posteriormente foram 

incubadas em solução de hipoclorito 70% por 10 minutos e lavadas 5x com água 

Milli-Q autoclavada. Após esterilização, as sementes foram dispostas em placas 

de Petri contendo meio MS (Murashige e Skoog, 1992) e 0,23% de Phytagel 

(Sigma), e mantidas em câmara climatizada com fotoperíodo de 16 horas de luz 

artificial e temperatura entre 20-22ºC.  
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III.2- Descrição dos ensaios realizados 

 

III.2.1- Ensaios usando as linhagens transgênicas contendo as 

regiões promotoras do gene AtUCP1 e AtUCP2 

 

Três semanas após a germinação, as plântulas das linhagens transgênicas 

em estudo foram transferidas para placas de Petri contendo meio MS, e em 

seguida submetidas aos tratamentos com frio, manitol e ABA (ácido abscísico). 

As placas contendo as plântulas submetidas ao tratamento com frio foram 

acondicionadas a 4 ºC. No caso do tratamento com ABA, as plântulas foram 

transferidas para placas contendo meio MS adicionado de ABA 0,1 mM, 

enquanto que aquelas tratadas com manitol foram transferidas para placas 

contendo meio MS adicionado de manitol 250 mM. Em ambos os casos, as 

placas foram acondicionadas a temperatura de 20-22ºC. As plântulas foram 

coletadas nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas para posterior análise. As 

concentrações de ABA e manitol foram definidas em testes preliminares 

realizados por Husseini (2008).  

 

III.2.1.1- Quantificação da atividade GUS 

 

Para a realização dos ensaios fluorimétricos, as plântulas submetidas aos 

tratamentos citados acima foram maceradas em nitrogênio liquido e 

ressuspendidas em 1,0 ml do tampão de extração de GUS [Na2HPO4 50mM, 
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pH7,0; DTT (Dithiothreitol) 5mM; EDTA 10mM, pH 8,0; Sarcosil 0,1%, Triton X 

0,1%]. Em seguida, foram centrifugadas a 18000 x g por 15 minutos a 4ºC. O 

extrato obtido foi utilizado tanto para a determinação da concentração total de 

proteína através do método de Bradford (Bradford, 1976), como para a análise da 

atividade de GUS.  

Para a determinação da atividade enzimática foram utilizadas três repetições 

de cada amostra contendo, 25 µl do tampão de ensaio de GUS [Na2HPO4 50mM, 

pH7,0; DTT (Dithiothreitol) 5mM; EDTA 10mM, pH 8,0; Sarcosil 0,1%, Triton X 

0,1%; MUG (4-metil umbeliferil glucoronideio) 1mM] mais 25 µl do extrato obtido 

anteriormente para iniciar a reação. A mistura foi incubada no escuro a 37ºC, e 

após 30 minutos adicionou-se 950 µl de carbonato de sódio (Na2CO3 2%). A 

atividade enzimática foi determinada no Fluorímetro Sinergy 4 (BioTek), 

utilizando o software gen5.     

A fórmula matemática (1) utilizada para calcular a atividade de GUS foi 

baseada em Jefferson, et al (1987), sendo a atividade GUS expressa em 

pmol/min/mg de proteína.  

 

(1) 

Leitura em fluorescência (pmoles) 

Proteína (mg/ml) x 4 x 10-3 ml x tempo de reação (minutos) 
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III.2.2- Ensaios de germinação usando as plantas transgênicas 

que superexpressam o gene AtUCP1  

 

III.2.2.1 - Testes de Germinação 

 

O teste de germinação foi realizado dispondo 30 sementes de cada linhagem 

transgênica em estudo (P07 e P49) em placa de Petri contendo meio MS, sendo 

realizado três repetições de 30 sementes para cada linhagem. Para efeito de 

comparação, sementes não transgênicas (SR1WT) foram usadas como controle. 

Para avaliar a germinação das sementes em condições variadas de estresse 

osmótico e salino, as mesmas foram colocadas para germinar em placas 

contendo diferentes concentrações [50 mM, 100 mM, 150 mM e 200 mM (Brini, et 

al, 2007)] de NaCl ou manitol. Placas sem tratamento foram usadas como 

testemunha (controle não tratado). 

Após 20 dias da semeadura, as sementes germinadas foram contadas e 

expressas como porcentagem do número total de sementes plaqueadas. Os 

valores encontrados foram analisados utilizando o teste de Tukey e a análise de 

variância (ANOVA), comparando a germinação entre as linhagens bem como a 

germinação das sementes da mesma linhagem nas diferentes concentrações de 

NaCl e manitol testadas.   
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Figura 1 – Representação esquemática da disposição das sementes das linhagens 
transgênicas P07 e P49, e do controle não transgênico (SR1WT), nas placas de Petri 
tratadas com diferentes concentrações de NaCl e Manitol. O nível zero corresponde à 
testemunha não tratada. 
 
 
 

III. 2.2.2 - Detecção de espécies reativas de oxigênio em plântulas 
de tabaco 
 

Para a detecção de superóxido (O2
-), plântulas das linhagens transgênicas em 

estudo foram inicialmente germinadas em placas de Petri contendo meio MS, e três 

semanas após a germinação, submetidas aos tratamentos com Manitol e NaCl de 

duas maneiras diferentes. Primeiramente, no caso de tratamento com NaCl, as 

plântulas foram transferidas para placas de Petri contendo meio MS adicionado de 

NaCl 150 mM, enquanto que no tratamento com manitol, as plântulas foram 

transferidas para placas contendo meio MS adicionado de manitol 250 mM. 

0 mM 100 mM 50 mM 150 mM 200 mM 
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Plântulas mantidas em placas com meio MS sem tratamento foram usadas como 

controle. Em todos os casos, as placas foram acondicionadas a temperatura de 20-

22ºC e coletadas após 7 e 14 dias para análise. 

Concomitantemente, após três semanas de germinação, aproximadamente 10 

plântulas de cada linhagem transgênica, e do controle não transgênico, foram 

pulverizadas com NaCl (150 mM) ou manitol (250 mM). Todas as plântulas foram 

mantidas em condições de alta umidade por um período de três horas, sendo em 

seguida coletadas e submetidas à coloração com NitroBlue Tetrazolium (NBT).                                                                                      

Para tal, as plântulas coletadas foram infiltradas a vácuo em uma solução 

contendo 0,5 mg/ml de NBT em tampão HEPES 25 mM, pH 7,6. Como controle, 10 

mM de MnCl2 foi adicionado à solução tampão contendo NBT. As amostras foram 

então incubadas em temperatura ambiente e no escuro por duas horas. Para retirar 

a clorofila da amostra, após a reação, as plântulas foram lavadas em álcool 80% por 

diversas vezes. 

 

III.2.2.3 - Análise do crescimento das raízes 

 

Para a análise do crescimento das raízes de plântulas submetidas a estresse 

osmótico e salino, sementes selvagens (não transgênicas) e das duas linhagens 

transgênicas em estudo foram inicialmente germinadas em placas de Petri contendo 

meio MS. As placas foram posicionadas verticalmente em câmara de crescimento, 

até as raízes atingirem aproximadamente 0,5 cm de comprimento. Em seguida, as 

plântulas foram transferidas para o mesmo meio, porém, adicionado de manitol (250 

mM) e NaCl (150 mM), respectivamente, sendo as placas mantidas novamente na 

posição vertical em câmara de crescimento. Dez dias após o tratamento, o 

comprimento das raízes foi registrado e as plântulas fotografadas.   
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IV – Resultados 
 
 

IV.1 -  Quantificação de GUS 

 

Com o objetivo de estudar a funcionalidade dos promotores dos genes 

AtUCP1 e AtUCP2 sob condições de estresse, ensaios biológicos utilizando plantas 

transgênicas de tabaco transformadas com cassetes de expressão contendo o gene 

repórter GUS sob controle de tais promotores foram empregados (Fávaro, 2008). 

Para tal, determinou-se atividade enzimática de GUS nos extratos das plântulas 

tratadas com manitol, frio e ABA. A atividade de GUS foi avaliada fluorimetricamente 

vinte dias após a germinação das plântulas. Foram avaliadas duas linhagens 

transgênicas contendo o promotor do gene AtUCP1 (denominadas 1.6.2 e 1.5.1) e 

duas contendo o promotor do gene AtUCP2 (denominadas 2.1.2 e 2.2.3).  

Quando os dados obtidos para as linhagens 1.6.2 e 1.5.1 (promotor AtUCP1) 

são comparados, verifica-se que a atividade GUS nos diferentes tratamentos e 

tempos amostrais (0, 6, 12 e 24h) apresentou um padrão bastante semelhante 

(Figura 2). Nesse caso, embora sejam constatadas alterações na atividade 

enzimática em função do tempo e tratamento empregado, essas alterações não são 

estatisticamente significativas (teste t, com nível de significância p< 0,05). Portanto, 

a atividade GUS não apresenta variação significativa nos tempos e tratamentos 

estudados. Por outro lado, devido ao baixo nível de expressão observado em um 

ensaio histoquímico de GUS realizado por Fávaro (2008) nas linhagens contendo o 

promotor do gene AtUCP2, a atividade GUS não foi detectada nas linhagens 2.1.2 e 

2.2.3 impedindo qualquer análise posterior.  
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Figura 2: Atividade GUS nas linhagens transgênicas 1.6.2 e 1.5.1, ambas contendo 

o gene repórter GUS sob controle do promotor do gene AtUCP1. As barras 

correspondem ao desvio padrão.  
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IV.2 -  Testes de Germinação 

 

O desempenho germinativo das linhagens transgênicas de tabaco (P07 e 

P49) que expressam constitutivamente o gene AtUCP1 sob estresse osmótico e 

salino foi avaliado. Para tal, utilizou-se um delineamento experimental totalmente 

casualizado com três repetições de trinta sementes de cada linhagem em estudo por 

tratamento. Sementes de plantas não transformadas (WT) foram usadas como 

controle. Os tratamentos consistiram de quatro concentrações diferentes de NaCl e 

manitol (0, 50, 100, 150 e 200 mM). O número de sementes germinadas foi contado 

20 dias após a disposição das mesmas nas placas de Petri contendo meio MS. Nas 

análises subsequentes buscou-se comparar o número de sementes germinadas nos 

diferentes tratamentos para cada uma das linhagens analisadas, bem como 

comparar essas linhagens entre si num dado tratamento.  

Na Figura 3 encontra-se representado o número de sementes germinadas de 

cada linhagem nas diferentes concentrações de NaCl e manitol empregadas. Já nas 

Figuras 4 e 5 é possível encontrar uma comparação entre o número de sementes 

germinadas de cada linhagem numa determinada concentração de NaCl ou manitol. 
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Figura 3: Comparação do número médio de sementes germinadas de cada 
linhagem transgênica (e controle) nas diferentes concentrações de Manitol (A) e 
NaCl (B). As siglas p49 e p07 representam as duas linhagens transgênicas em 
estudo, e SR1(WT) ao controle não transgênico. Letras iguais indicam que as 
médias não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. As barras correspondem 
ao erro padrão da média. 

   WT 
  P07 

P49 

      WT    P07 

    P49 
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Pela análise dos dados apresentados na Figura 3 é possível constatar a 

germinação das sementes selvagens não transgênicas [SR1(WT)] é bastante 

prejudicada na presença de Manitol e NaCl. Em ambos os casos, uma diferença 

significativa entre o número médio de sementes germinadas na ausência do agente 

indutor do estresse (0 mM) em relação às demais concentrações testadas (50 mM, 

100 mM, 150 mM e 200 mM) pode ser observada. O efeito negativo observado 

revela uma intolerância das sementes não transgênicas ao aumento da 

concentração do agente indutor do estresse.  

Um comportamento semelhante ao das sementes do lote controle pode ser 

observado quando as sementes da linhagem transgênica P07 foram submetidas aos 

tratamentos com Manitol e NaCl. Observa-se, pelos resultados obtidos, que o 

aumento da concentração dos agentes indutores de estresse provocou uma redução 

no número médio de sementes germinadas, exceção feita à concentração de 100 

mM de NaCl, onde a média obtida não diferiu estatisticamente do controle não 

tratado (0 mM).   

Em contrapartida, a linhagem transgênica P49 apresentou certa tolerância ao 

estresse osmótico e salino, respectivamente. Para essa linhagem, em condições de 

estresse osmótico, o número médio de sementes germinadas na concentração de 

50 mM de Manitol não diferiu estatisticamente do valor médio obtido na ausência do 

agente indutor (0 mM), indicando certa tolerância. Por outro lado, uma redução 

significativa no número de sementes germinadas ocorreu nas concentrações mais 

elevadas. Em condições de estresse salino foi possível constatar que as médias 

obtidas nas concentrações de 50 mM e 100 mM, respectivamente, não diferiram 

estatisticamente da média obtida na ausência de NaCl (0 mM), mostrando que esta 

linhagem é capaz de suportar concentrações salinas relativamente elevadas. Nesse 
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caso, a germinação das sementes só começou a ser reduzida de forma significativa 

nas concentrações de 150 e 200 mM de NaCl. 

Quando as linhagens em estudo foram comparadas entre si dentro de cada 

tratamento foi possível notar que o número médio de sementes germinadas 

decresce com o aumento das concentrações de NaCl e Manitol. Com relação ao 

estresse gerado empregando manitol (Figura 4), uma diferença significativa entre as 

linhagens só pode ser observada na concentração de 150 mM, na qual a linhagem 

P49 mostrou-se superior ao controle não transgênico SR1(WT), porém, sem diferir 

significativamente da linhagem P07. Nos gráficos referentes ao estresse salino 

(Figura 5) essa diferença só foi observada na concentração de 100 mM de NaCl, na 

qual a linhagem P07 apresentou um número médio de sementes germinadas 

significativamente superior às demais.  
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Figura 4: Número médio de sementes germinadas de cada linhagem numa dada 
concentração de Manitol. As siglas p49 e p07 representam as duas linhagens 
transgênicas em estudo, e SR1(WT) ao controle não transgênico. Letras iguais 
representam médias estatisticamente iguais segundo o teste de Tukey ao nível de 
 5 %. As barras correspondem ao erro padrão das médias. 
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Figura 5: Número médio de sementes germinadas de cada linhagem numa dada 
concentração de NaCl. As siglas p49 e p07 representam as duas linhagens 
transgênicas em estudo, e SR1(WT) ao controle não transgênico. Letras iguais 
representam médias estatisticamente iguais segundo o teste de Tukey ao nível de 
5%. As barras correspondem ao erro padrão das médias. 
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IV.3 -  Detecção de espécies reativas de oxigênio 
 
 

Buscando relacionar a produção de espécies reativas de oxigênio com o 

comportamento, sob condição de estresse osmótico e salino, das linhagens 

transgênicas de tabaco (P07 e P49) que expressam constitutivamente o gene 

AtUCP1, plântulas foram tratadas com Manitol (250 mM) e com NaCl (150 mM) de 

duas maneiras diferentes para posterior verificação da acumulação in situ de 

superóxido (O2
-), que é a fonte primária de estresse oxidativo nas mitocôndrias.  

Num primeiro momento os agentes indutores de estresse (NaCl ou  Manitol) foram 

aplicados diretamente ao meio MS, sendo as plântulas mantidas nas placas de Petri 

e amostradas aos 7 e 14 dias após o tratamento. Os resultados obtidos nessa 

condição não evidenciaram diferença significativa na acumulação de superóxido nas 

diferentes linhagens testadas após 7 ou 14 dias da aplicação do tratamento (Figura 

6). Tal fato pode ser constatado pela intensa coloração azul (presença de 

formazana) observada tanto nas plântulas das linhagens transgênicas como nas 

selvagens (não transgênicas). A intensa reação observada indica que o tempo de 

exposição ao estresse foi intenso e prolongado, não sendo possível detectar 

possíveis diferenças. 
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Figura 6: Detecção histoquímica do ânion superóxido em plântulas das linhagens 
transgênicas (P07, P49) e do controle não transgênico (WT) após 7 e 14 dias de 
exposição aos estresses osmótico (Manitol - 250 mM) (A) e salino (NaCl - 150 mM) 
(B). A coloração foi realizada empregando NBT. 
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Numa segunda abordagem, a fim de diminuir o tempo de exposição ao 

estresse, a detecção de superóxido foi realizada três horas após a pulverização de 

NaCl ou Manitol diretamente nas folhas das plântulas das linhagens em estudo. 

Nesta análise, diferenças claras na intensidade da coloração azul das folhas, a qual 

está relacionada com a deposição de formazana, puderam ser observadas em 

ambos os tratamentos realizados (Figura 7 e 8). Nesse caso, a presença de 

formazana, que é indicadora da presença de superóxido, foi mais intensa nas folhas 

das plântulas não transgênicas (WT) do que nas folhas das plântulas das linhagens 

transgênicas P07 e P49. Esses resultados sugerem que a menor acumulação de 

superóxido nas linhagens transgênicas esteja relacionada com a presença da 

proteína desacopladora (AtUCP1) em suas mitocôndrias. 
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Figura 7: Detecção histoquímica do ânion superóxido em plântulas das linhagens 
transgênicas (P07, P49) e do controle não transgênico (WT) após 3 horas de 
tratamento com Manitol (250 mM). A coloração foi realizada empregando NBT. A 
folha fotografada é representativa de um lote de 10 plântulas analisadas. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8: Detecção histoquímica do ânion superóxido em plântulas das linhagens 
transgênicas (P07 e P49) e do controle não transgênico (WT) após 3 horas de 
tratamento com NaCl (150 mM). A coloração foi realizada empregando NBT. A folha 
fotografada é representativa de um lote de 10 plântulas analisadas. 

A) Manitol 

         WT        P07       P49 

B) NaCl 
         WT        P07        P49 
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IV.4 - Análise de crescimento radicular  

 

  A fim de verificar a tolerância aos estresses osmóticos e salino nas linhagens 

transgênicas que expressam constitutivamente a AtUCP1 (P07 e P49) o crescimento 

radicular de plântulas submetidas ao tratamento com NaCl e Manitol (150 e 250 mM, 

respectivamente) foi avaliado, e comparado com o crescimento radicular de 

plântulas de tabaco não transformadas (WT) submetidas às mesmas condições. O 

comprimento da raiz principal foi registrado 10 dias após a disposição das plântulas 

na posição vertical em placas de Petri com meio MS não tratado  ou contendo NaCl 

ou manitol. 

Pela análise global dos resultados obtidos (Figuras 9, 10 e 11) é possível 

constatar que o crescimento radicular foi afetado de forma diferencial pelos 

estresses salino e osmótico, sendo as raízes das plântulas não transgênicas as mais 

afetadas pelos tratamentos. Na Figura 9 estão representadas as plântulas das 

linhagens transgênicas, e do controle não transgênico, crescidas por 10 dias em 

placas de Petri contendo somente meio MS. Nesse controle não tratado, como 

esperado, não foi possível constatar diferença no comprimento das raízes das 

plantas selvagens e transgênicas. Por outro lado, em presença dos estresses, uma 

diferença no comprimento das raízes das plântulas das linhagens transgênicas em 

relação às plântulas selvagens pode ser observada (Figuras 10 e 11). Em presença 

de Manitol (250 mM), o comprimento das raízes das plântulas transgênicas, em 

relação ao controle não transgênico foi 45,77% superior a linhagem P07, e 37% a 

linhagem P49. Em presença de 150 mM de NaCl, as raízes das plântulas 

transgênicas da linhagem P49 apresentaram o dobro do tamanho das raízes das 

plântulas não transgênicas, enquanto que o comprimento das raízes de plântulas da 
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linhagem P07 foi 88.8% superior em relação às selvagens (Tabela 1). Nesse último 

caso, observa-se a presença de um maior número de raízes laterais nas plântulas 

transgênicas em relação ao controle não transgênico. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Comprimento das raízes de plântulas das linhagens transgênicas (P49 e 
P07) em comparação com o controle não transgênico (WT) após 10 dias de 
crescimento em meio MS sem adição de tratamento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10: Comprimento das raízes de plântulas das linhagens transgênicas (P07 e 
P49) em comparação ao controle não transgênico (WT) após 10 dias de crescimento 
em meio MS adicionado de manitol (250 mM). 

            WT      P07       P49     

     WT P07 P49
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Figura 11: Comprimento das raízes de plântulas das linhagens transgênicas (P07 e 
P49) em comparação com o controle não transgênico (WT) após 10 dias de 
crescimento em meio MS adicionado de NaCl (150 mM).  
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 1: Média (± SD) do comprimento das raízes, em cm, de plântulas das 
linhagens transgênicas ou selvagem (wt) submetidas ao estresse osmótico e salino. 
 

 WT P07  P49 
Manitol 3,43 ± 0,15 5 ± 0,2 4,6 ± 0,26 

NaCl 2,93 ± 0,35 5,46 ± 0,15 5,8 ± 0,52 

 
 
 
 
 
 
 
 

       WT  P07   P49 
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V – Discussão 

 

V.1 – Análise de germinação de sementes que expressam 

constitutivamente o gene AtUCP1 

 

Evidências sugerem que as UCPs desempenham um importante papel na 

defesa celular contra o estresse oxidativo mitocondrial, uma vez que o 

desacoplamento entre a respiração e a fosforilação oxidativa mediado por essas 

proteínas seria capaz de aumentar a velocidade respiratória, levando a uma 

significativa redução na geração mitocondrial de EROs (Kowaltowski et al., 1998; 

Skulachev, 1996; Boveris e Chance, 1973; Nègre-Salvayre et al., 1997; Popov et al., 

1997; Houron-Cabassa et al., 2002).  

A investigação da função dessas proteínas empregando plantas transgênicas 

de tabaco capazes de expressar de forma constitutiva uma proteína desacopladora 

de A. thaliana (AtUCP1) (Brandalise et al., 2003b) corroborou tais observações, 

trazendo evidências concretas sobre a sua participação no aumento da tolerância ao 

estresse oxidativo. Tais plantas foram mais tolerantes ao estresse gerado pela 

aplicação exógena de H2O2. Esse e outros resultados sugerem um papel relevante 

das pUCPs em situações de estresse em que a geração mitocondrial de espécies 

reativas de oxigênio é elevada, já que se acredita que a produção endógena de 

EROs pela cadeia respiratória é provavelmente diminuída devido ao 

desacoplamento exacerbado provocado pela super expressão da AtUCP1. Acredita-

se que nestas condições, o sistema antioxidante de tais plantas transgênicas estaria 

mais disponível para promover a inativação de EROs de origem exógena. 
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Neste estudo, para melhor investigar o comportamento das plantas 

transgênicas citadas anteriormente frente a estresses geradores de EROs, uma 

análise de germinação em condições de estresses salino e osmótico foi efetuada. 

Sabe–se que estresses abióticos promovem severas consequências na função 

mitocondrial, tendo sido demonstrado, por exemplo, que o estresse salino promove 

disfunção mitocondrial, acumulação de EROs e apoptose em tabaco e uva 

(Skopelitis et al., 2006; Andronis & Roubelakis-Angelakis, 2010). Da mesma 

maneira, evidências experimentais demonstram que a mitocôndria é o principal alvo 

de dano oxidativo em folhas de cevada submetidas a condições de seca (Bártoli et 

al., 2004). Em tabaco (Nicotiana tabacum cv. SR1), Maxweell et al. (1999), usando 

sondas fluorescentes sensíveis a EROs e o marcador mitocondrial Mitotracker Red, 

demonstraram que o principal sítio de formação/acumulação de EROs intracelular é 

a mitocôndria. 

A escolha da etapa de germinação para a realização de tais análises deve-se 

ao fato que durante esse processo ocorre um aumento da respiração, que de 

valores ínfimos sobe a níveis bem elevados algum tempo após o inicio da 

embebição (Popinigis, 1977; Ferreira e Borghetti, 2004). Assim, uma vez que a 

atividade respiratória é alta nesse período, o presente estudo procurou correlacionar 

a atividade da proteína desacopladora com o aumento da tolerância aos referidos 

estresses in planta.  

Para tal, foram utilizadas duas linhagens transgênicas, denominadas 

respectivamente P07 e P49, que expressam o gene AtUCP1 de maneira constitutiva, 

sendo que a linhagem P07 apresenta um maior nível de expressão do que a 

linhagem P49 (Brandalise et al., 2003). Tais linhagens foram germinadas em 

presença de agentes indutores de estresse salino e osmótico em diferentes 
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concentrações, sendo que sementes de plantas selvagens não transformadas foram 

usadas como controle. Para realizar tais análises, as sementes foram contadas aos 

vinte dias após a germinação e uma análise de variância foi aplicada. 

  A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a concentração de 200 

mM, tanto de Manitol como de NaCl, foi extremamente drástica já que, independente 

da linhagem testada, a germinação observada foi próxima de zero. Já na 

concentração de 150 mM de Manitol, a linhagem P49 apresentou tolerância ao 

estresse, enquanto que a linhagem P07 não diferiu significativamente do controle 

não transgênico. Por outro lado, quando analisamos a germinação sob estresse 

salino, uma diferença estatística no número de sementes germinadas foi encontrada 

somente na concentração de 100 mM, onde a linhagem P07 foi mais tolerante, tendo 

um total de vinte sementes germinadas. Esses resultados foram corroborados pela 

análise do crescimento radicular das plântulas submetidas aos estresses salino e 

osmótico, na qual se verificou uma inibição do crescimento radicular das plântulas 

não transgênicas, refletindo assim uma menor tolerância aos referidos estresses.  

Apesar de representarem evidências indiretas, esses resultados reforçam 

ainda mais o conceito que envolve a pUCP na resposta ao estresse oxidativo. Nesse 

caso, a observada tolerância aos estresses osmótico e salino ocorre em uma fase 

importante do desenvolvimento vegetal sendo a mesma proporcionada pela 

expressão constitutiva da AtUCP1 nas linhagens transgênicas. Embora o 

mecanismo diretamente responsável pela referida tolerância ainda tenha que ser 

demonstrado experimentalmente, uma hipótese para tal foi proposta com base no 

conhecimento atual sobre como as EROs são geradas nas células, sobre as 

condições que inibem e estimulam a sua produção, e a maneira pela qual o sistema 

antioxidante celular protege as células contra o estresse oxidativo  (Kowaltowski et 
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al.,1998; Pastore et al., 2000). O desacoplamento mitocondrial e/ou a ativação das 

vias dissipadoras de energia respiratória, como UCPs e AOx, diminuem, por 

mecanismos distintos, a produção de EROs devido ao aumento da taxa respiratória. 

Uma vez acelerada a respiração celular, ocorre diminuição tanto da tensão do 

oxigênio nos tecidos como da meia vida da semiubiquinona. Esse estado fisiológico 

reduz significativamente a doação do elétron da semiubiquinona (UQ
-
) ao O2 celular. 

Portanto, se uma menor quantidade de EROs for gerada endogenamente, maior 

será a eficiência do sistema antioxidante na proteção contra espécies reativas de 

oxigênio geradas de maneira exógena. Adicionalmente, Goglia e Skulachev (2003) 

propuseram que a UCP é capaz de promover o translocamento de ácidos graxos 

hidroperóxidos da matriz mitocondrial para o espaço intermembrana. Esse processo 

garante que o DNA mitocondrial e as proteínas da matriz não permaneçam em 

contanto com produtos de peroxidação lipidica.  

Coletivamente, esses resultados sustentam a ideia de que os mecanismos 

propostos acima são mais eficientes nas plantas transgênicas que expressam de 

maneira constitutiva a AtUCP1, o que provavelmente deve resultar em maior 

tolerância aos estresses estudados.   

É cada vez mais evidente que, nas células vegetais, os estresses abióticos 

geram estresse oxidativo por provocar um desbalanço entre a geração e a remoção 

de EROs (revisto em Blokhina & Fagerstedt, 2009). Assim, sob condições de 

estresse, a homeostase pré-existente é quebrada e a planta passa a acumular mais 

EROs. Em perfeita sintonia com tais observações, os resultados aqui obtidos 

empregando um estresse de curta duração (três horas após a aplicação do agente 

indutor), demonstram que uma maior acumulação de O2
- ocorre nas folhas das 

plântulas não transgênicas em relação às plântulas das linhagens transgênicas. 
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Esse resultado confirma que, quando submetidas ao estresse salino ou osmótico, as 

plântulas não transgênicas acumulam mais superóxido que as linhagens 

transgênicas submetidas aos mesmos tratamentos. Nessa situação, a menor 

acumulação de EROs nas folhas das plântulas das linhagens transgênicas está 

diretamente relacionada com a expressão constitutiva da AtUCP1, e parece não 

estar correlacionada com o nível de expressão da proteína, já que nas nossas 

condições a linhagem P49 teve um melhor comportamento que a P07. 

 

V.2 - Quantificação da atividade GUS em plantas contendo os 

promotores dos genes AtUCP1 e AtUCP2 

 

Como mencionado, as mitocôndrias representam a maior fonte de geração de 

EROs em células submetidas a estresse. Evidências experimentais têm 

demonstrado que os dois sistemas dissipadores presentes em plantas, UCPs e 

AOXs, atuam na regulação da produção de EROs mitocondrial, e nos últimos anos, 

diversos estudos têm relacionado a função fisiológica das pUCPs e AOx com a 

proteção celular contra o estresse oxidativo (Jarmuszkiewicz et al.,1998; Almeida et 

al.,1999; Maxwell et al., 1999; Bransalise et al.,2003).  

Ensaios procurando desvendar os efeitos potenciais de estresses abióticos 

(osmótico, salino e de baixa temperatura) na expressão gênica em larga escala 

indicam que mecanismos transcricionais estariam envolvidos no controle da 

expressão das pUCPs (revisto em Vercesi et al.,2006). Cabe ressaltar, no entanto, 

que na maioria destes estudos a detecção do acúmulo de proteína não foi 

empreendida. Alguns estudos bioquímicos têm demonstrado, em contrapartida, que 

a atividade catalítica de determinadas pUCPs pode ser ativada sem a necessidade 
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de um correspondente aumento na expressão gênica e acúmulo de proteína, 

sugerindo o envolvimento de mecanismos de regulação pós-transcricionais e/ou 

traducionais (Trono et al.,2006; Pastore et al.,2007).  Segundo esses autores, a 

modulação da atividade catalítica parece ocorrer em resposta a ativadores 

específicos (EROS, ácidos graxos) que não afetariam a taxa de transcrição do gene 

relacionado. Tais discrepâncias sugerem um padrão complexo de regulação das 

pUCPs que requer uma investigação mais aprofundada. 

Na busca de um maior entendimento sobre a ativação transcricional dos 

genes que codificam pUCPs em Arabidopsis thaliana, as seqüências promotoras de 

dois desses genes (AtUCP1 e 2) foram clonadas em nosso laboratório, fusionadas 

ao gene repórter GUS (que codifica a β-Glucuronidase) e inseridas estavelmente em 

plantas de tabaco (linhagens AtP1 e AtP2; Fávaro, 2008). Cabe ressaltar que as 

referidas regiões promotoras foram selecionadas para caracterização funcional em 

função da grande quantidade de dados relativos à expressão desses genes 

acumulada na literatura.  

No presente estudo, plântulas das referidas linhagens transgênicas foram 

submetidas a tratamentos de baixa temperatura, ABA e Manitol, com posterior 

quantificação de GUS, a fim de verificar a existência de controle transcricional a 

partir dos referidos promotores. A escolha desses estresses foi feita com base em 

resultados anteriores obtidos em nosso grupo (Fávaro, 2008) e em relatos da 

literatura demonstrando uma expressão diferencial dos genes AtUCP1 (indução) e 

AtUCP2 (repressão) em resposta a baixas temperaturas (Maia et al.,1998; 

Watanabe et al., 1999; Borecký et al., 2006). Da mesma maneira, evidências na 

literatura sugerem que a expressão de alguns genes que codificam pUCPs é 

induzida pelo fitohormônio ABA (ácido abscísico) (Seki et al., 2002). 
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Os resultados preliminares obtidos não evidenciaram alterações na atividade 

GUS (Figura 5) quando plântulas da linhagem AtP1 (contendo o promotor do gene 

AtUCP1) foram expostas à baixa temperatura (4oC). Esse dado não corrobora 

resultados anteriores que demonstram uma indução da expressão do gene AtUCP1 

em resposta a baixa temperatura (Maia et al., 1998; Borecký et al., 2006). Já 

nenhuma atividade GUS foi detectada quando extratos das plântulas da linhagem 

AtP2 (contendo o promotor do gene AtUCP2) expostas à baixa temperatura foram 

empregados, o que é indicativo de baixa expressão.  

Dados da literatura demonstram que alguns genes que codificam pUCPs 

também são induzidos em diferentes situações de estresse inlcuindo os estresses 

salino e osmótico. Segundo Trono e colaboradores (2006), plântulas jovem de trigo 

quando submetidas a estresse salino ou osmótico não demonstraram um relevante 

aumento no nível de expressão gênica das duas isoformas de pUCPs presentes no 

trigo. Entretanto, um aumento na atividade desacopladora dos produtos gênicos 

correspondentes foi observado, indicando que o estresse em questão deve modular 

a atividade e não a expressão dos genes relacionados.  De maneira similar, 

nenhuma diferença significativa foi encontrada na atividade GUS em plântulas 

tratadas com manitol, um agente indutor de estresse osmótico. Esses resultados 

corroboram os dados obtidos por Fávaro (2008) que não constatou alterações no 

perfil de expressão dos genes AtUCP1 e AtUCP2 em A. thaliana tratadas com 

manitol.  

Dados de expressão gênica em larga escala evidenciam que a expressão de 

alguns genes que codificam pUCPs é induzida pelo fitohormônio ABA (ácido 

abscísico). O ABA é um hormônio vegetal que desempenha um importante papel na 

defesa de muitas espécies vegetais, sendo relacionado com a proteção das plantas 
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a estresse hídrico, dormência das sementes e da gema.  Em Arabidopsis, Seki e 

colaboradores (2002) evidenciaram, empregando análises de microarranjo, a 

indução de duas isoformas da AtUCP, denominadas respectivamente AtUCP4 e 

AtUCP5, em resposta ao tratamento com ABA. Em 2008, análises de qPCR foram 

realizadas com o objetivo de verificar a indução dos diferentes genes que codificam 

pUCP em Arabidopsis (AtUCP1-6) em resposta a diferentes tratamentos. Os 

resultados obtidos revelam que as isoformas AtUCP2, AtUCP5 e AtUCP6 são 

induzidas pelo ABA (Fávaro, 2008). Por outro lado, os resultados aqui obtidos não 

mostraram alterações significativas na atividade GUS mediante tratamento das 

plântulas com ABA. 

As discrepâncias observadas podem estar relacionadas a dois principais 

fatores que requerem melhor investigação: tamanho da região promotora clonada 

(2085 pb para o promotor do gene AtUCP1 e 2016 pb para o promotor do gene 

AtUCP2) e ausência de elementos cis-regulatórios no tabaco. Além disso, cabe 

ressaltar que todas as análises descritas foram realizadas empregando plântulas da 

geração R1, fato que pode ter interferido nos resultados tornando-os inconstantes. 
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VI – Conclusões 

 

Ø  Em condições de estresse, as sementes das linhagens transgênicas de 

tabaco expressando de maneira constitutiva o gene AtUCP1 de Arabidopsis 

thaliana apresentam uma maior tolerância ao estresse salino e osmótico, fato 

confirmado pela maior inibição do crescimento radicular das plântulas da 

linhagem não transgênicas quando comparada com as plântulas das 

linhagens transgênicas. 

 

Ø  Plântulas não transgênicas submetidas aos estresses salino e osmótico 

acumulam mais superóxido que as plântulas das linhagens transgênicas, 

indicando que tolerância observada está relacionada a uma menor 

acumulação de EROs nas linhagens com expressão constitutiva do gene 

AtUCP1. 

 

Ø  Plântulas transgênicas contendo os promotores dos genes AtUCP1 e AtUCP2 

fusionadas ao gene GUS não apresentaram diferenças significativas no perfil 

de expressão quando expostas ao fitohormônio ABA e aos estresses por 

baixa temperatura e osmótico.  
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