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Andlise da expressao génica de glutamina sintetase cultivares de cana-de-acucar

contrastantes para assimilagéo de nitrogénio

RESUMO

A adubacédo do solo é uma pratica que influencietatinente o desenvolvimento e
produtividade de cana-de-acUcar, sendo a aplicdgdadubos nitrogenados uma prética
altamente significativa para a caracteristica. Mtargo, 0 excesso destes compostos na
hidrosfera, na forma de acumulo de nitrato no lefreético, ou na atmosfera, pela emissao
de gases, tem efeitos indesejados no meio ambieamprometendo seriamente a
sustentabilidade da producéo. Algumas cultivariés éé cana-de-acUcar sdo pouco eficientes
na absorcdo e assimilacdo de nitrogénio, necedsitd® quantidades maiores de adubo para
que se obtenha a produtividade adequada, acaroetaraiores custo de producdo e
contaminagdo do meio ambiente. A enzima glutamingetase tem fungdo de elevada
importancia para o aproveitamento deste nutrigragicipando diretamente nos processos de
assimilacao e transporte do nitrogénio nas plantas.

Este trabalho identificou alteracbes no perfil dg@ressdo genética de glutamina
sintetase (GS) através da técnica de PCR quawvditaetn tempo real. Comparando uma
cultivar de cana-de-acucar considerada rustica pssanilacdo de nitrogénio (IACSP94-
2094) com uma cultivar considerada responsiva (SR280D), e em diferentes concentracdes
para disponibilidade de nitrogénio, concluiu-se tpoeive alteracdes significativas para a
expressao do gene codificante para GS2, bem com@ ga@azdo entre a expressao das
diferentes isoformas GS1/GS2. Estes resultadostmmmam com a literatura existente para o
comportamento do perfil de expressdo génica de BSw@ras espécies, como o milho,

enguanto que para cana-de-acucar os dados saeasspasa esta caracterizacao.

Palavras-chave:Saccharum sppAssimilacdo, GS, nitrogénio, gRT-PCR.



Glutamine synthetase gene expression analysis inntasting sugarcane lineages for

nitrogen assimilation

ABSTRACT

The soll fertilization is a pratice that influencdsectly into the development and
productivity of sugarcane, where the utilizationnttfogen fertilizers have high significance
on this feature. However, the excess of this comgsunto the hydrosphere, in the forms of
nitrate accumulation into the groundwather, or ith® atmosphere, by the emission of gases,
has undesirable effects on the environment, sdyi@msnmpromising the sustainability of the
production. Some varieties of sugarcane are nohreéfecient in the nitrogen absorption and
assimilation, requiring higher amounts of fertiliz® obtain the adequate productivity,
resulting in higher production costs and environtakercontamination. The glutamine
synthetase enzyme have a major role in the uitzadf this nutrient, directly participating in
the processes of assimilation and transport obgn in plants.

This work identified modifications in the gene esgsion profile of glutamine
synthetase (GS) through realtime quantitative PGCHRlyais. Comparing a cultivar of
sugarcane considered rough for nitrogen assimila(iACSP94-2094) with a cultivar
considered responsive (SP81-3250), and at diffe@mtentrations for nitrogen availability, it
was concluded that there were significant changeke expression gene coding for GS2, as
well as the ratio of the expression of the difféerésoforms GS1/GS2. These results
corroborate the literature for GS expression peafto other species, such as maize, while for
cane sugar data are scarce for this characterzatio

Keywords: Saccharum sppAssimilation, GS, nitrogen, gRT-PCR.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o principal produtor mundial de acucatanol combustivel, com uma area
plantada de 7,7 milhdes de hectares, correspondangl®% da area agricultavel, e uma
producdo de 560 milhdes de toneladas de cana, gag@ag na producdo de 32 milhdes de
toneladas de acucar e 27 bilhdes de litros de &l&dstado de Sdo Paulo é o principal
produtor de cana-de-agucar no pais. Na safra 280&te Estado foi responsavel pela
producdo de 296,3 milhdes de toneladas de canatmeta o que representou 60% da
producéao total do Brasil (UNICA, 2010).

A produtividade média dos canaviais, incluindo obnos industrializados, as folhas
secas e 0s ponteiros, tem oscilado em torno deoh@ladas de matéria natural por hectare e
os colmos correspondem a aproximadamente 80% desssa (OLIVEIRA et al., 2007). A
adubacdo do solo é uma pratica que influencia afirebte o desenvolvimento e
produtividade da cana, principalmente, com refee€acaplicacdo de adubos nitrogenados.
Atualmente, a adicdo média de fertilizantes nitnegi®ds em cana-planta é de 60 kg de
nitrogénio por hectare. No entanto, o excesso slestmpostos na hidrosfera, pelo acumulo
de nitrato no lencol freatico, ou na atmosferaa gehissdo de gases, tem efeitos indesejados
no meio ambiente. Algumas cultivares elite de acd@aculcar sdo pouco eficientes na
assimilacdo de nitrogénio, necessitando maior ¢ilede de adubacdo para a obtencdo de
altas produtividades. Ainda, faltam maiores infogbes acerca das bases moleculares
envolvidas neste processo em cana-de-acguUcar, pagiggia direcionar melhor e acelerar os a
obtencao de resultados positivos em trabalhos dteonaenento genético para esta cultura.

Para aumentar as chances da geracdo de ganhoscéncef na assimilacdo de
nitrogénio em programas de melhoramento, sejamraléionais ou de base biotecnolégica,
se fazem necessarios maiores esclarecimentos asbbases genéticas deste processo na
cana-de-acucar. O estudo da expressdo génica iptsssibmentar a compreenséo acerca de
processos biolégicos complexos, facilitando o edemiimento de correlacbes entre a
fisiologia de um organismo e a biologia molecularreacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (QRT-PCR) é uma ferrdengue permite identificar alteracdes na
expressao de RNAs mensageiros, sendo estas consexjda fisiologia, desenvolvimento ou
resposta de um organismo ao ambiente ou a patdgésiostorna possivel estabelecer
referéncias de interagcbes genéticas permitindo serd®lvimento de estratégias para

obtencao de informacdes génicas sobre uma detetantamacteristica.



Neste cenario, a enzima glutamina sintetase (GSgndgenha papel central no
processo de assimilacao e transporte do nitrogémiglantas, convertendo amoénio (NH4+)
em aminoacidos, onde a expressdo de suas isofopmdes estar relacionada com a
caracterizacdo da resposta da planta a dispordelidee nitrogénio. Assim, o estudo da
resposta transcricional de glutamina sintetase a®a-de-acucar a disponibilidade de
nitrogénio no ambiente visa fornecer informacéegartantes sobre 0s mecanismos
responsaveis por sua assimilacdo e sua influérdiee sa resposta e a produtividade do
material vegetal. A identificacdo dos perfis de respdo do gene que codifica para as
isoformas da enzima GS permitird caracterizar asedamoleculares envolvidas na
diferenciacé@o de cultivares rusticas e respongiaes disponibilidades variadas de nitrogénio
no ambiente, além da identificagdo de marcadoreleamares funcionais, que possam
auxiliar na obtencéo de cultivares com melhor agitamento do nitrogénio em condi¢cbes
especificas de plantio.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura da cana-de-acucar no Brasil

A cana-de-agucar Saccharum spp. pertence a familia Poaceae e sua origem
geografica é atribuida ao sudeste Asiatico, nadoegentral da Nova Guiné e Indonésia.
(DANIELS & ROACH, 1987). E uma das espécies maipdrtantes e mais cultivadas no
mundo todo, principalmente em regides tropicaiat#repicais, ocupando uma area superior
a 24 milhdes de hectares distribuidos em 121 péi#e3, 2009).

O Brasil é o maior produtor de cana-de-acucar demdoucom 32 milhdes de
toneladas produzidas na safra 2008/09. O agrormgagroalcooleiro é responsavel por
1,76% do PIB nacional e, além disso, este seton €éas que mais empregam no pais, com a
geracdo de 4,5 milhdes de empregos diretos e fogjralém de congregar mais de 72.000
agricultores. A participagdo do aclUcar na pauta edportacbes brasileiras foi de
aproximadamente 20 milhdes de toneladas, repremintama receita cambial de US$ 9
bilhdes. As perspectivas para aumento nas expedad® acucar brasileiro sdo da ordem de
US$ 2 bilhdes por ano (JORNAL DA CANA, 2010).

A producéo brasileira de etanol também é a maiandodo, com 27 bilhdes de litros
de alcool na safra 2008/09. Tal fato permitiu aasBrser o Unico pais do mundo a implantar
o etanol, em larga escala, como combustivel rereb\ealternativo ao petréleo. Hoje o alcool
€ reconhecido mundialmente pelas suas vantagengraaib, sociais e econbmicas, € 0S
paises do primeiro mundo tém demonstrado interFsseente na tecnologia desenvolvida no
pais (JORNAL DA CANA, 2010).

Esta importancia faz com que a cultura da canazdeaa seja bastante estudada no
pais, gerando conhecimentos cientificos e tecradogue potencializam as vantagens da
producdo brasileira de cana-de-agucar. Especificeamem biologia molecular, progressos
importantes estdo sendo alcancados devido a imasatomo o projeto SucESBygarcane
Expressed Sequence Tag Projepie gerou um grande banco de dados de E&sgssed
sequence tggde cana-de-aclcar, e o programa BIOEN para pseun cana-de-aclcar e
outras plantas que possam ser utilizadas na gerdgaenergia, ambos realizados pela
FAPESP.

Muitos fatores concorrem para a produtividade daacanas as condicdes de

fertilizacdo do solo séo essenciais para seu desemento. Segundo informacgdes da ANDA



(Associacao Nacional para Difusdo de Adubos), a-cenacucar ocupa o segundo lugar em
consumo de fertilizantes, constituindo cerca de #a%omercializagao total dos fertilizantes
no Brasil e, ainda, a adubacao é responsavel, gt ger valores entre 17 a 25% de todos o0s
custos do plantio de cana (ROSSETTO et al.,, 2008).entanto, grande parte destes
fertilizantes aplicados é perdida por diversos résp como a lixiviacdo e volatilizacao,
levando a contaminacgdo dos lencéis freaticos erdasfera, respectivamente (PIMENTEL,
1998).

2.2 Adubacéao nitrogenada

O nitrogénio (N) é um elemento fundamental pareesedvolvimento das plantas e
estd associado diretamente a produtividade dapmanta (KORNDORFER et al., 2002), no
entanto possui baixa disponibilidade nos solog)cpalmente em areas tropicais, onde é
lixiviado, volatilizado e utilizado por microrgam®s em maior velocidade do que nas zonas
temperadas (PIMENTEL, 1998). O N molecular)(Napesar de constituir mais de 78% da
atmosfera, so é utilizado por microrganismos fixadale N (CARVALHO et al., 2006).

Conforme citado por MALAVOLTA (1981), a maioria desossistemas naturais e
agrarios apresenta um ganho expressivo da prodadigi apos a fertilizagdo com nitrogénio
inorganico, o que demonstra a importancia desseegl® para as plantas. Sendo um dos
nutrientes mais aplicados mundialmente na agri@ltw nitrogénio desempenha um
importante papel, tanto no aspecto econémico, cesolbgico. Se por um lado o nitrogénio é
O nutriente que promove maiores aumentos na prodatie e qualidade de produtos
agricolas; por outro lado, os compostos de nitrimg@a hidrosfera, na forma de acumulo de
nitrato no lencol freatico, e na atmosfera pelassédo de gases, tém muitos efeitos
indesejados no meio ambiente (BARTH, 2009).

Conforme citado por FRANCO (2008), a grande impuig do nitrogénio para cana-
de-agUcar esta associada ao fato da cultura perténdéamilia Poaceae, que emprega o
metabolismo C4 de carbono, caracterizado por #dtess liquidas de fotossintese e grande
eficiéncia na utilizacdo do nitrogénio e da energidar, sendo altamente eficiente na
producdo de matéria seca. Como 0 nitrogénio é paristituinte dos acidos nucléicos, de
todos os aminoacidos, e, conseguentemente, da®irma®t participando direta ou
indiretamente de véarios processos bioquimicosaacaténcia estd associada a diminuicdo da
sintese de clorofila e aminoacidos essenciaismbédm, a reducdo na energia necessaria a
producdo de esqueletos carbonicos, refletindoadivehte no desenvolvimento e rendimento
da cultura (MALAVOLTA et al., 1997).



A absorcéo deste elemento ocorre basicamente maadaninerais, N e/ou NH,' e
por fluxo de massa (99%), sendo apenas 1% pelacepiacdo do sistema radicular
(MALAVOLTA et al., 1997). Para a produtividade de0lt/ha de colmo, a cana-de-agucar
absorve 200 a 300 kg/ha de nitrogénio a partired@izantes ou da atmosfera (ROSSETTO
et al., 2008). Algumas cultivares de cana-de-acagdrem variacdes quanto a absorcdo do
nitrogénio, sendo que algumas requerem uma maiaba@do para obtencdo de uma
produtividade adequada (BITTENCOURT et al., 1986).

Na cultura da cana-de-aglUcar podem ser observaunds eomportamentos distintos
em resposta a um ambiente com maior ou menor diEpdade de nutrientes. Em ambiente
favoravel, por exemplo, com alta disponibilidade rd@ogénio, as cultivares responsivas
conseguem absorver uma quantidade maior destemetproduzindo mais biomassa. Ja as
cultivares rusticas demonstram um comportamentos neagitavel, ndo apresentando um
diferencial tdo expressivo em producdo de biomass# as responsivas, quando alocadas
em ambientes com diferentes disponibilidades d®géhio, tanto mais altas quanto mais
baixas (ARENA et al, 2011; FRANCO et al, 2007).

2.3 Glutamina sintetase

A glutamina sintetase (GS) é uma enzima que desgmpéuncdo central no
metabolismo de nitrogénio pelas plantas. Evidénbeseadas na marcacédo de elementos,
utilizacdo de inibidores e estudos em genética dstreram como esta enzima esta associada
a principal rota de assimilacdo de nitrogénio,abocda glutamato sintase (MIFLIN & LEA,
1980).

Durante o desenvolvimento das plantas, o nitrogéaimove para dentro e para fora
de proteinas em diferentes tecidos e o mesmo 8pwaado entre tecidos através de um
namero limitado de compostos transportadores. Uange o nitrogénio organico € movido
entre compostos através da atividade de transaesireaglutamina-amido transferases, mas
uma porgdo significante é liberada na forma des MHreassimlada através da enzima
Glutamina sintetase (MIFLIN & HABASH, 2002).
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Figura 1 - Atuacdo da enzima GS na complexa matriz do mesabolde nitrogénio na
planta. O esquema central direciona o papel tetgb8. As caixas externas ao redor indicam
a matriz de varias localidades e ambientes nos &S pode estar em operacao, onde a
direcédo do fluxo (no caso, as flechas) vao depeteleual matriz € considerada. Extraido de
MIFLIN & HABASH, 2002 e traduzido livremente.

A glutamina sintetase ocorre principalmente em dimamas. A primeira, GS1
localizada no citoplasma, preferencialmente express floema e tecidos vasculares
relacionados, envolvida na geracdo e transportegldeamina, e GS2, localizada no
cloroplasto, onde seu principal papel é reassirnildiH; gerado na fotorrespiracao (TOBIN E
YAMAYA, 2001).

A natureza do metabolismo de nitrogénio que ocatravés da glutamina sintetase
depende do ambiente onde a planta se localizad@gliretamente ou através do estado
metabdlico da planta nos seus diferentes tecidesyiando ao longo do dia (STITT et al.,
2002). Assim, as reac0Oes e formas de GS envolui@awyariar consideravelmente de acordo

com as condicBes ambientais as quais esta € sdlmeti



Experimentos com cultivares de milho previamentsgificadas como eficientes e
ineficientes na utilizagdo de nitrogénio demonatrar que quando cultivadas em
concentragées mais baixas de nitrogénio (1.6mM;-N@s materiais considerados mais
eficientes apresentavam concentragcdes mais alta&S# do que GS1, por outro lado,
genotipos supostamente ineficientes apresentavaareaaoncentracdes de GS1 do que GS2
(PURCINO et al., 1992). Conforme citado por NOGUEJRO0O05, observou-se a variagcao na
performance de gendtipos de cana-de-acUcar cubsvadm condicbes de baixa
disponibilidade de nitrogénio associada a variap@esxpressao génica de isoformas do gene
glutamina sintetase, também caracterizadas no meabaiho.

A regulacéo da GS se inicia com a expressao des@@nende a complexidade das
relacbes entre genes e promotores combinam, nedaltem alteracdes nos niveis da
expressao génica nas mais variadas células, tegidagios nos quais a GS é necessaria para
0 metabolismo do nitrogénio nas plantas (MIFLIN &BASH, 2002).

2.4 Tecnologias de analise de expressao

A regulacdo da expressdao génica € um processo mMaemdal para relacionar a
informacé&o contida no genoma com a resposta daisrgas as condicfes ambientais. Desta
forma, o estudo dos diferentes conjuntos de trdascpresentes na célula auxilia na
correlagéao entre os padrbes de resposta dos argam suas bases gendmicas (WANG et
al., 2009).

A anélise de PCR em tempo real € um dos métodastitaivos mais sensiveis e
confiaveis para a avaliar a expressao génica.tEstaca explora o fato de que a quantidade
de produtos de PCR na fase de aumento exponeacsaqliéncia amplificada é proporcional
a quantidade inicial de sequéncias moldes contidasmostra, sob condi¢des ideais (HEID et
al., 1996). Para traduzir este conceito em dadespqdem ser mensurados, se faz necessaria
a habilidade de monitorar o progresso da amplificagm tempo real, a qual é efetuada
através da leitura da fluorescéncia de moléculaBMA que na reagdo sdo marcadas por
sondas especificas, primers marcados previamemtppiocorantes de DNA. Esta leitura é
capaz de determinar a quantidade relativa do numheroopias de um fragmento de DNA
num dado momento.

A PCR em tempo real gera uma perspectiva dos gsosebioldgicos com foco na
dindmica do transcritoma, habilitando pesquisad@eentender melhor a programacéo

transcricional por tras da fisiologia, fisiopataknge desenvolvimento. Entender a expressao



génica reduz o intervalo entre nosso conhecimentte @s instrucoes (genoma) e as funcdes
(produtos dos genes) da biologia (VALASEK & RERAQS).

Para realizacdo de estudos de perfil de exprességtiga, € preciso considerar ainda
que o perfil de expressao génica esta fortemetaeiosaado ao ambiente em que o individuo
se desenvolve, onde se faz necessario a minimizggmwssiveis interferéncias ambientais
para assegurar a confiabilidade da informacdo gefddste caso, o cultivia vitro € uma
técnica que possibilita maior controle das condic@s quais a planta € submetida,

colaborando para a reducédo do erro na analiseptesséao devido a fatores ambientais.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Multiplicacao vegetal

Foram usados um total de quatro gendtipos de cedagicar do banco de cultivares
do IAC, visando a obtencdo de dois gendtipos cstatnées quanto ao comportamento na
absorcdo de nitrogénio quando expostos a concéefagariadas deste elemento no
ambiente.

As cultivares foram selecionados em testes anésjioealizados a campo (ARENA et
al, 2011), sdo dois que absorvem e assimilam bemtr@agénio e conseguem converter a
grande disponibilidade de nitrogénio no metaboliseno biomassa (SP81-3250 e IACSP-
942101) consideradas cultivares responsivas, edli@sares pouco eficientes na absorcéo e
assimilacdo, com conversao em biomassa mais egté@eresponsiva) quando relacionada a
disponibilidade ambiental deste nutriente (IAC93&G IACSP94-2094), cultivares estas
consideradas rusticas (NOGUEIRA et al., 2005).

Os gendtipos foram propagadosvitro através de cultura de meristemas de acordo
com o protocolo citado por ZUCCHI et al, 2002. @dividuos foram repicados a cada 28
dias, de forma a obter-se ao menos 50 clones degathtipo, ou seja, 10 para cada futuro
tratamento (cinco, no total), e foram mantidos emiomiquido MS (MURSCHIGE &
SKOOG, 1962), descrito na tabela 1, o qual foiddac semanalmente ao longo de toda a
realizacdo do cultivan vitro. Durante todas etapas o meio de cultura foi sughéado com
amoxicilina 875mg L' mais clavulanato de potassio 125md Ipara o controle de
contaminacgao por microorganismos endofiticos (DONAZ005), comuns para a cultura
vitro de cana-de-aclcar, sacarose, na concentracaadé' 204cido citrico, na concentragéo
de 150mg [*.

Também foram utilizados hormonios fitorreguladones meio de cultura para fins
especificos durante o experimento. Para a rapidipiuacao de clones em meio liquido, foi
acrescentado BAP (0,2mg™L e cinetina (0,1mg t). Anteriormente a aplicacdo dos
tratamentos diferenciados para concentragdo degéitio, foi induzido o enraizamento das
plantas através da adicdo no meio do horménio akdetdo 1-naftalenoacético (NAA) na

concentracao final de 5mg'L



Tabela 1- Composicédo do meio MS (liquido) utilizado no atdtin vitro dos gendtipos de

cana-de acUcar estudados.

Macronutrientes

Componente Formula Concentragao
Nitrato de amonio (NH4NO3) 1650,00 mg/I
Nitrato de Potassio (KNO3) 1900,00 mg/I
Sulfato de Magnésio Anidro (MgS04) 180,70 mg/I
Cloreto de Calcio Anidro (Ca(Ch2) 332,02 mg/l
Fosfato Monobasico de Potassio (KH2PO4) 170,00 mg/l
Micronutrientes
Sulfato Ferroso (FE SO4.7H20) 27,80 mg/l
EDTA (Na2 EDTA) 37,26 mg/l
Sulfato de Manganés (MnS0O4.H20) 16,90 mg/l
Sulfato de Zinco (ZnS0O4.7H20) 8,60 mg/I
Acido Borico (H3BO3) 6,20 mg/l
lodeto de Potassio (K1) 0,83 mg/l
Molibidato Acido de Sodio (NA2Mo004.2H20) 0,250 mg/I
Sulfato de Cobre (CuS04.5H20) 0,025 mg/I
Cloreto de Cobalto (CoCI2.6H20) 0,025 mg/I
Organicos
Glicina 2,00 mg/l
Inositol 100,00 mg/l
Niacina 0,50 mg/I
Piridoxina 0,50 mg/I
Tiamina 0,10 mg/l
Suplementacéo
Acido citrico 150 mg/l
BAP* 0,2 mg/I
Cinetina* 0,1 mg/l
NAA** 5 mgl/l
Sacarose 20 g/l

*Nao utilizados durante a fase de aplicacao daartrentos
**Apenas durante o periodo de enraizamento.
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O cultivo foi mantido em todos os genétipos atfeemcao R7, e a viabilidade de cada
cultivar foi avaliada a cada repicagem atravesiagples contagem de individuos viaveis a
fim de determinar a taxa de proliferacéo e adaptdeicada gendtipo ao sistema de culitivo
vitro. Com estes dados foram eleitos entdo as duagazelimais adaptadas a estas condi¢es
de cultivo, sendo um de caracteristica responsivemede caracteristica rastica para dar
continuidade ao trabalho.

Cada genotipo foi exposto entdo durante 17 horame@o diferentes tratamentos
variando as concentracdes de nitrogénio disponitesido como base o meio MS,
frequentemente utilizado para cultura de tecidogetas. Na composicdo deste meio de
cultura, € utilizada como fonte de nitrogénio urnenbinacéo entre amoénio (¥H e nitrato
(NO3), na proporgcéo de um para dois, respectivamelée de conter os demais nutrientes
necessarios para o desenvolvimento da planta.

Pode-se considerar que o meio MS original possonabinacdo mais adequada entre
as formas de nitrogénio para suprir as necessiddele nutriente na micropropagacao de
cana-de-acucar (SABINO, 1999). Contudo, para warifalteracées no nivel de expresséao de
genes relacionados a assimilacdo do nitrogéni@nfoacrescentados tratamentos onde
pudessem ser observadas variacdes entre a expgésséa de plantas rasticas e responsivas.
Neste caso, com base nos dados disponiveis natuliter acrescentou-se tratamentos com
doses de baixa concentracdo de nitrogénio igual2mM), considerado de concentracao
restritiva para disponibilidade de nitrogénio (RABION et al. 2007), e de média
concentracao final de nitrogénio, igual a 5mM, adeido nao restritivo para concentracao
de nitrogénio no meio de cultura, (ROBINSON e8l7).

Em todos os casos manteve-se a proporcao entrei@edntrato presente no meio
MS original, conforme a tabela 2, assim como ascewoinacbes dos demais nutrientes e

suplementos utilizados no meio MS.
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Tabela 2 -Concentracdo de nitrato e amonio nos tratamentos.

Tratamentos/Forma de N Nitrato Amonio Concentracadinal de N
Tratamento 1 0,13mM 0,066mM 0,2mM
Tratamento 2 1,6mM 0,8mM 2,5mM
Tratamento 3 3,3mM 1,6mM 5mM
Tratamento 4 13mM 6,6mM 20mM
Tratamento 5* 40mM 20mM 60mM

*meio MS descrito originalmente

3.2. Obtencgéo de amostras de tecido vegetal:

Foram utilizados entre 100mg e 200mg de tecidarfabletados. Visando manter as
caracteristicas do perfil do transcritoma no ioredas células, as folhas foram removidas
evitando-se o0 contato com RNAses externas e inadaite imersas em nitrogénio liquido
para criopreservacdo em envelopes de papel alumdentficados. O material foi conservado
em temperatura de -80°C até a etapa de extracBdlAm.

Considerou-se como parcela experimental o agrupantentotal de folhas de cinco
clones de cada gendétipo. Folhas danificadas e/ou sioais de senescéncia ndo foram

mantidas como amostra.

3.3 Extracdo de RNA

A extracdo do RNAm foi realizada utilizando o kirP Link Mini Kit Ambion®.
Todo material ndo contendo especificacdo “RNAse”fidtilizado durante a extracdo foi
submetido a queima em forno a 180°C por 4 horasaumpossibilidade de aguecimento, foi
realizado o tratamento com solugdo peréxido deop@hio 3% ou dietilpirocarbonato
(DEPC) a 0,1% para inativacado de RNAses.

Para definir as quantidades adequadas de amosttagdes do kit a serem utilizadas
para obtencdo de RNAmM em concentracdes e qualdisslgadas realizou-se uma extracéo
prévia contendo 100mg, 150mg e 200mg do tecidotakbge cada parcela de amostras,

homogenizados em 1000uL ou 500uL da solucao 1tda gual € composta por uma solucao
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tampdao para lise celular e agentes de protecaofs&d\ descrita mais detalhadamente nesta
secdo. Os resultados foram avaliados em corridaleteoforese em gel desnaturante FA
(formaldeido agarose) 1,2% (SAMBROOK et al., 19¢@ya certificar a eficiéncia da
extracao.

Apos a definicdo das quantidades de material vegesmlucdes a serem utilizadas
foram macerados 100mg de amostra de padhem nitrogénio liquido, e subsequentemente
homogenizado em 1000pL de sol. tampao de lise. &ardracdo do RNAm foi utilizado o
protocolo como descrito pelo fabricante: a solugédise, mencionada para homgenizacéo
das amostras (1000uL), contém isotiocianato de idumm, um sal caotropico capaz de
proteger o RNA de RNAses endogenas (CHIRGWIN etl&79). Apdés a homogenizacao,
adicionou-se 500upL etanol absoluto e as amostraamfoaplicadas em cartucho de
centrifugacdo contendo uma membrana de silica, ondBIA se liga. As impurezas foram
removidas subsequentemente numa etapa de lavage@HNSTEIN & GILLESPIE, 1979).

O RNA purificado foi entdo eluido em agua livre B&lAse (INVITROGEN, protocolo)
sendo armazenados posteriormente em ultrafree@¥ &¢é sua utilizacéo.

Para comprovar a eficacia da extracdo do RNAm ssa@mostras foram submetidas a
uma eletroforese em gel desnaturante FA 1,2%. iBswafoi adicionado 1ul de tampéo LB
(tetraborato de litio) 5x em 4ul de amostra e aguese a mistura a 65°C por 5 minutos para
desnaturacdo do material. Estas amostras forano emé@ridas nos pocos de um gel FA
contendo 1,2% de agarose e brometo de etidiogimeentracéo final de 0.001ug para cada
30ml final de gel) previamente preparado e equaitiborem tampé&o de corrida FA 1x (246mM
de formaldeido; 5mM de acetato de sddio; 1mM EDT20mM de acido 3-
morfolinopropanosulfénico) por 30 minutos. O gel &mtdo submetido a eletroforese em
cuba de 17cm a 80V por 1 hora e 15 minutos e viadds em fotodocumentador ultravioleta
para visualizacdo do RNAm contido no gel.

Apés a verificagdo, prosseguiu-se com a etapa detifjuacdo do RNAmM contido em
cada amostra através de analise no equipamentoeitigal espectrofotométrica de
microvolumes NanoDrop®, onde foi possivel tambémliav possiveis contaminacfes com

sais ou alcool residuais provenientes do kit deag#ib de RNA.

3.4 Sintese de cDNA

Para sintese de cDNA através da reacdo da trateseripeversa foi utilizado o kit

SuperScript® 1l First Strand Synthesis System RF-PCR (nvitrogen®). Inicialmente
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normalizou-se o volume total de RNAmM obtido nasamdes, através dos dados obtidos pela
leitura em 260nm e 280nm em NanoDrop®, visando lgag@o de 500ng de RNAm por

reacdo de sintese de cDNA. Seguiu-se entdo o ptotdo fabricante para reacdo de sintese
de cDNA. Posteriormente o banco de cDNA formadoafonazenado em temperatura de -

20°C para futuras analises.

3.5 Desenho dos primers para as analises de gRT-PCR

Os estudos dos perfis de expressdo da glutamitetasa nas suas isoformasl e
Gs2 (encontradas no citoplasma e no cloroplastoemB@mmente) nos gendétipos de cana-de-
acucar submetidos a tratamentos previamente apaessrserdo realizados a partir da analise
de expressao por PCR quantitativa em tempo rerd. iBso € necessario a obtencédo de suas
sequéncias codificantes expressas e subsequergahdede primers apropriados para a
amplificacédo de fragmentos durante a reagéo.

Neste casoGsl e Gs2 estdo bem caracterizadas em estudos prévios, donten
sequéncias confiaveis depositadas em bancos ds dadesso publico.

Para a obtencdo das sequéncias de cDNA de cadlbsigenes a serem analisados
foram realizados acessos ao banco de dados do nbllat©enter for Biotechnology
Information (NCBI) buscando por dados de Cx®ding DNA sequengepara 0S genes
codificantes das referidas enzimas, restringindmsca para cana-de-aclUcar. As sequéncias

foram anotadas para a confeccéo de primers deacond a tabela 3 abaixo.

Tabela 3 -Genes e referéncias dos bancos de dados utilizstasobtencéo de sequéncias

gendmicas.
Gene Descricao Banco de dados Cddigo Referéncia
Gsl  Glutamina sintetase 1 NCBI AY835457.1 Nogueira,£200
Gs2  Glutamina sintetase 2 NCBI AY835456 Nogueira, 2005

As referéncias e anotacgdes inclusas nas entradbanto de dados consultadas estao
disponiveis na secdo ANEXO I.

Para cada sequéncia foram desenhados um ou messdeaprimers especificos para a
andlise de PCR quantitativa em tempo real visariwterauma maior confiabilidade nos

resultados.
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No desenvolvimento das sequéncias de 0ligos a s@rgatizados, buscou-se atender
principalmente as seguintes especificacdes:

[) Cada primer deve conter entre 20 a 22 nucleosidge tamanho suficiente para aumentar a
especificidade a sequéncia a qual deseja-se amplig minimizar a tendéncia a formacao
de grampos e dimeros.

) Os fragmentos a serem amplificados devem téree2O0Opb e 250pb, fornecendo um
substrato adequado para o corante utilizado ndiseméSYBR® Green I).

[l) As sequéncias dos primers devem conter apragamente 60% GC para aumentar a
forca de ligacdo entre o primer e a fita molde DB A.

IV) A temperatura deneltingdeveria se aproximar ao maximo de 58°C, varianddromo
possivel entre as orientactfEsward e reversedentro de cada par daimers visando
aumentar a eficiéncia da amplificacao.

Foi utilizado o software Primer3 (ROZEN & SKALETSK2000) para o desenho dos
oligos, seguindo as especificagcOes apresentadasioamtente, utilizando como fonte as
sequéncias previamente obtidas.

Os pares de primers gerados com o auxilio do p8rfeam submetidos a testes de
simulacao para formacao de grampos e dimeros jjddesedurante a reacdo de PCR atraves
dos softwares NetPrimer e PrimerAnalyser (KALEND&Ral., 2011).

Desta forma a lista de primers utilizados para@ise de PCR em tempo real dos

genesGsle Gs2em cana-de-agucar sdo detalhados na tabela 4.

Tabela 4 -Pares de primers sintetizados para andlise dege@Ritativo em tempo real dos
genes codificantes para as enzimas GS1 e GS2.

Gene Sentido Sequéncia (5’-3’) Tm Fragmento
Gsl Forward CATCGAAGCTGTTGAGGACA 60,4°C 189pb
(primeiro par) Reverse ACGCGGCATCTATATTGACC 60,4°C

Gsl Forward GAATAAGGGCGTTGGTCTGA 60,4°C 196pb
(segundo par) Reverse CCAACATTCTCCAGGCCTTA 60,4°C

Gs2 Forward ATGGCTCAGATCTTAGCAGCTTCTCC 66,2°C 212pb
(primeiro par) Reverse ATCACTTCACTATCTTCACCAGGTGC 64,6°C

Gs2 Forward AATTCAGGGTGACTGGAACG 62,7°C 226pb
(segundo par) Reverse ATCCTCCATCTTCACGCATC 62,7°C
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Para analisar a expressado de genes € necessdnalinar a quantidade de cDNA a
ser utilizado na reagdo de PCR. Para isso, é ré@ess utilizacdo de genes de expressao
estavel dentro dos tecidos e condi¢des estabetenm@studo (Picelli, 2010). Na literatura é
possivel constatar que quatro genes sdo amplamtdizados e aceitos para a normalizacéo
do cDNA em analises de PCR guantitativa em tempber® cana-de-acucar, sendo estes os
genes que codificam para as proteinas gluteraldgfdsfato desidrogenase (GADPHS),
actina, RPL35.3 e Ubiquitina 2 (UbiQ2). Neste casosequéncias utilizadas para a sintese de
primers especificos dos genes B-actina, GAPDH &QPIsdo descritas por Iskandar et al,
2004, enquanto que para RPL35.4 foi descrito éaippr CALSA JR. & FIGUEIRA, 2007 e
testado com sucesso na normalizacdo de folhasndedenacucar, citado por JESUS, 2010.
Pares de primers para todos estes genes estadasesartabela 5, onde suas sequéncias de

nucleotideos estdo disponiveis.

Tabela 5 -Relagao de genes e seus respectivos primersadbkzna normalizacdo do cDNA
para reacao de PCR em tempo real.

Gene Sentido Sequéncia (5'- 3)) Tm

GADPH Forward: TTTGAATGGCAAGCTCACTG 58.4°C

Reverse: GGTGGAAACCAAATCCTCCT  004°C

RPL35.4 Forward: CTGAAGACGGAGAGGGAAAA  60.4°C
Reverse: GGCGAAGAGAAACTAACAC ~— °8°C
f-actina Forward: CTTAGGTTGGATCTTGCTGG 60.4°C
Reverse:  TTAGAAGCATTTTCGGTGGAC °07°C
UbiQ2  Forward: CTTCTTCTGTCCCTCCGATG  62.4°C

Reverse: TCCAACCCAAACTGCTGCTC 62.4°C

Todos os primers foram previamente testados paamplificacdo de fragmentos
através de uma reacdo de PCR contendo amostraslderiolde do banco de cDNA, como
descrita nas tabelas 6 e 7, para observar a apaglido de fragmentos. A visualizacdo de
bandas Unicas compativeis com os tamanhos de fragsnesperados confirma a presenca

das sequéncias utilizadas na confeccdo dos primessgenes expressos. Cada amostra
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recebeu um par de primers para um gene especifitd @nplificada em termociclador

seguindo o protocolo para 50ul de volume finalestra em cada tubo de reacéo.

Tabela 6 -Reagentes utilizados na PCR para verificacao dogefs.

Reagente Concentracéo
Tampao de PCR 1x (5uL/50uL)
dNTPs 200pM

MgCl2 1mM

Primers (F e R) 50pM

TAQ 1 unidade/50puL
cDNA molde 200ng/50uL

Os microtubos contendo cada reacdo foram submetdosacdo de PCR em
termociclador para amplificacdo de fragmentos pBRPAs temperaturas de desnaturacao,
alinhamento e sintese e a quantidade de cicloggmaglos neste caso essdo descritos na
tabela 7.

Tabela 7 -Descricdo dos ciclos de variacdo de temperatiizadios na reacdo de PCR para

verificacdo de primers.

Ciclo Temperatura Tempo

1. 95°C 5 minuto

2. 95°C 30 segundos
3. 56°C 30 segundos
4. 72°C 30 segundos
5. <Repete-se do ciclo 2 ao 4 por 30 vezes nostotal

6. 72°C 5 minutos
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O produto da reacéao foi submetido a eletrofore®¥/®B7cm) em gel de agarose 1%
corado com SYBR® Green | e, posteriormente, vigadih em fotodocumentador ultravioleta
para comprovar a eficiéncia dpsimers para amplificacdo de fragmentos nas amostras de
cDNA.

3.6 Andlises de qRT-PCR

A andlise de gRT-PCR foi realizada no equipameniplidd Biosystems StepOne™
Real-time PCR System. Em cada placa foi amplificagdenas um gene, juntamente com o
gene de normalizacdo. Para cada amostra foi rdalit@s repeticbes, além dos controles
negativos, também em triplicata.

A reacao utilizou o kit de reagentes SYBR® GreeinrHCR Master Mix. Onde
adicionou-se ao reagente em cada poc¢o de anaigeaapurificada, a combinacéo de um par
de primers dos genes estudados neste trabalhanjante com a amostra de cDNA molde

proveniente de um dos diferentes padrées genotiptamento do banco de cDNA.

3.7 Analise estatistica

Os dados obtidos durante a analise de PCR em temap@odem ser quantificados
absolutamente, através da utilizacdo de uma cuevaatibracdo, sendo esta interna ou
externa, para determinar o numero de cépias de amwstra, ou relativamente, onde é
utilizado um gene de normalizagdo, de expressa@veadstcomo fator de referéncia para a
determinacao de variagdes no nivel de expressgergoestudado.

Este trabalho teve como objetivo avaliar as vagagia expressao do gene codificante
para a enzima glutamina sintetase e como esta repotta em diferentes condi¢cdes de
disponibilidade de nitrogénio, bem como as variac@eativas de expressdo entre suas
isoformas GS1 e GS2. Comparou-se assim o perfiexfjgressdo entre dois genoétipos
contrastantes quanto a capacidade de assimilacautrdgénio. Logo, foi empregada a
técnica de quantificacao relativa, sendo a maigadad para estudar esta variacdo entre os
genotipos estudados.

A quantificagdo relativa pode ser calculada comebash diferentes modelos
estatisticos. Neste trabalho, os dados obtidoswthueareacao foram calculados com base na
analise deACt utilizando um gene de referéncia, a qual senaslba muito ao métodaACt,

da qual se obtém exatamente os mesmos resultados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao do crescimentin vitro

Neste trabalho foram escolhidos dois gendétiposnggi@or se desenvolveraim vitro:
a cultivar SP81-3250 considerada eficiente panadagsdo de nitrogénio apresentou taxas de
sobrevivéncia de 87,25%. e a cultivar IACSP94-2@8ssiderada pouco eficiente para
assimilacdo de nitrogénio apresentou taxa de soBreia de 92,75%. As etapas de
crescimento durante o cultiwo vitro podem ser visualizadas na figura 2.

- 7/

Figura 2 — (A, B, C e D)Cultivoin vitro das cultivares de cana-de-agucar SP81-3250 e
IACSP94-2094 durante a realizacdo do experimentocémara de cultivo. Os frascos

utilizados possuiam 11cm de altura cada um.

4.2 Extracdo e quantificacdo de RNAmM

O gel FA contendo amostras de RNA realizado pareestes com o kit de extracéo
apresentaram resultados satisfatorios para todapuastidades de amostra e solucédo de
homogenizacéao utilizados (100mg, 150mg e 200mg atenml vegetal em 1000ul ou 500uL
de solucdo de extracdo). Foi possivel observar élobgndas definidas contendo alta
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intensidade RNA, conforme apresentado na figuraASsim, o protocolo de extracao
escolhido para a sequéncia das andlises foi agtiEt@ndo a menor concentracdo de amostra
criopreservada, 100mg de material em 1000u! dec8oldle extragdo, apresentando maior

relacdo de quantidade total de RNA extraido pontidade de material vegetal utilizado.

Figura 3 - Gel FA contendo o produto da extracdo de RNA,izadb para verificar as
guantidades de amostra necessarias para a extiRelmdo das quantidades de amostra
utilizadas em cada extracdo: A) 100mg de amostra@ddpul de solucdo de homogenizacéao;
B) 150mg de amostra em 1000ul de solugédo de honmagéo; C) 200mg de amostra em
1000pu! de solugdo de homogenizacdo; D) 100mg destaan@m 500ul de solucéo de

homogenizacéo.

Deste modo as extragcOes de RNA de todas as asiaditidas durante o cultivio
vitro, (contendo amostras das duas cultivares avalimos$ diferentes tratamentos) podem
ser observadas na figura 4. Todas as extracOen toeen sucedidas, apresentando um mesmo
padrao de bandas, onde é possivel identificar adalsade RNA ribossomal 28S e RNA
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ribossomal 18S (mais acima, e de maior intensidadguidas de outras bandas de rRNA
mitocondrial e cloroplastidial, comuns para amastta plantas. Desta forma assegurou-se a
presenca do material desejado (RNA total) nas aasésultantes da extracdo, ainda que,
contendo diferentes concentracdes deste, obserpatisdiferentes intensidades das bandas
no gel. Estas concentracbes foram mensuradas dizagaa para sintese de cDNA na

sequéncia do trabalho.

Figura 4 - Gel FA contendo o RNA total obtido das amostrastatis as cultivares e

tratamentos realizados no trabalho. Relacdo daagglo das amostras (cultivar/tratamento)
utilizados no gel: A) branco; B) controle positiv®) SP81-3250 em 0,2mM de N; D) SP81-
3250 em 2,5mM de N; E) SP81-3250 em 5mM de N; R§1SF250 em 20mM de N; G)
SP81-3250 em 60mM de N; H) IACSP94-2094 em 0,2mMNgd) IACSP94-2094 em
2,5mM de N; J) IACSP94-2094 em 5mM de N; K) IACSRP®94 em 20mM de N; L)
IACSP94-2094 em 60mM de N.

A leitura por espectrofotometria das amostras déAfRNem NanoDrop® indica a
quantidade de RNA e a pureza de cada uma das asjostpresentada na tabela 7. Desta
forma foi possivel quantificar o material obtidag®s calculos utilizados na formulacdo da

posterior reacao de sintese de cDNA.
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Tabela 8 -Concentracao e qualidade das amostras de RNAmidxsrde folhas de cana-de-

acucar.

Amostra: Cultivar (tratamento) 260/280nm Concentra@o (ng/ul)
SP81-3250 (0,2mM de N) 2,1 128,6
SP81-3250 (2,5mM de N) 2,07 223,2
SP81-3250 (5mM de N) 2,1 293,5
SP81-3250 (20mM de N) 2,1 279,6
SP81-3250 (60mM de N) 2,08 260,4
IACSP94-2094 (0,2mM de N) 2,09 213
IACSP94-2094 (2,5mM de N) 2,09 218
IACSP94-2094 (5mM de N) 2,11 430
IACSP94-2094 (20mM de N) 2,1 310,8
IACSP94-2094 (60mM de N) 2,07 385,7

Para a sintese de cDNA sdo necessarios 500ng denRNA acordo com os dados
observados na tabela 8 para concentracdo de RNAidosp foi possivel atingir esta
quantidade em todos os tratamentos, uma vez q@ecield de extragdo de RNAm forneceu
20pul de RNAmM em solugédo, nas concentracbes mertasnaa tabela. Para equalizar as
concentracdes de todos os tratamentos e adeqgaa-fastocolo de sintese de cDNA diluiu-se
as amostras para que cada amostra contenha os @&MAmM em 8l de solucao total.

Os valores para a razao da leitura em 260/280ninéianse mostraram adequados em
todos 0s casos quanto a pureza da amostra, onsid@@ase para amostras de RNA um valor
ideal da razéo de leitura 260/280nm de 2,1, saésfdo os requisitos para pureza de amostras

de RNAmM na sua utilizacéo para sintese do banc®DN&.

4.3 Teste de verificagao de primers

O gel de agarose utilizado para verificacdo dengms, contendo o produto de
amplificacdo resultante da reacdo de PCR resultamamFigura 5. Nesta corrida de
eletroforése, cada coluna representa o produtoifecagb por cada um dos pares de primers
sintetizados, contra amostras de cDNA molde do dade trabalho, previamente

estabelecido.
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ABCDEFGH

Figura 5 - Gel de agarose contendo o produto amplificadcedado de PCR para o teste de
verificagcdo de primers. Relacdo dos genes ampdicaem cada coluna: A) Controle
negativo; B)RPL35.3 C) UbiQ2, D) p-acting E) GADPH F) Branco; G) Branco; Hps1
(primeiro par de primers); (ps1(segundo par de primers); @2 (primeiro par de primers);

K) Gs2(segundo par de primers).

A visualizacdo de uma Unica banda em cada reacAwradra que os primers foram
eficientes e apresentaram alta especificidade gpanaplificacdo dos fragmentos desejados.
Para a andlise de gRT-PCR foram utilizados os phrgsimers par&sl“primeiro par” (H)

e 0s primer&ss2“segundo par” (K). Os tamanhos proximos a 200@b@pb sdo compativeis
com o esperado, com base na sua construcdo sobegwéncias estudadas, disponiveis nos
Anexos | e Il. O gene de normalizagéo ffactina, apresentado na coluna “D”, apresenta
banda num posicionamento diferente, pois o parriteeps amplifica para um fragmento de

aproximadamente 570 pares de bases, como esperado.

4.4 PCR Quantitativa em Tempo Real
Apos as reacdes de PCR em tempo real foram obgddgos para as curvas de
melting de cada um dos genes analisados, estesograbssibilitam analisar a qualidade da

reacao, sendo esperada a amplificacdo de um Urigménto, ou seja, uma reacdo de alta
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especificidade. Para quantificar a expressao valakbs genes estudados sdo apresentados 0s
valores das médias @ycle thresholdle cada amostra na tabela 9.

Para a normalizacdo dos dados, o géAd¢’DH apresentou maior uniformidade de
expressdo para as amostras de cDNA contidas nm,baando entdo escolhido entre os
demais genes de normalizacao verificados, para@gog a etapa de normalizacédo dos dados
obtidos.

Tabela 9 - Cycle thresholdmédio dos gene&ADPH, Gsl e Gs2 para os tratamentos de
nitrogénio em cana-de-agucar IACSP94-2094 e SP325@sultado demonstra a media + o

desvio padrdo para as trés réplicas.

Gene Cultivar/Tratamento (N) Cr SD

IACSP94-2094 / 0.2mM 16,94 10,43
IACSP94-2094 / 5mM 16,98 +0,91

GADPH (1) IACSP94-2094 / 60mM 17,07 10,17
SP81-3250/0.2mM 17,61 10,31

SP81-3250 / 5mM 16,61 10,03
SP81-3250 / 60mM 17,45 +0,02

Controle Negativo 35,6 +0,07

IACSP94-2094 / 0.2mM 17,46 0,22
IACSP94-2094 / 5mM 18,44 0,07

Gsl IACSP94-2094 / 60mM 16,80 10,08
SP81-3250/ 0.2mM 18,57 +0,21

SP81-3250 / 5mM 17,88 10,16
SP81-3250 / 60mM 16,14 10,04

Controle negativo 38,08 10,1
IACSP94-2094 / 0.2mM 16,52 +0,11
IACSP94-2094 / 5mM 16,33 +0,05
GADPH (2) IACSP94-2094 / 60mM 16,86 10,16
SP81-3250/ 0.2mM 17,07 +0,07

SP81-3250 / 5mM 16,13 10,02
SP81-3250 / 60mM 17,02 +0,05

Controle negativo 36,03 0,12
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IACSP94-2094 / 0.2mM 17,48 +0,01

IACSP94-2094 / 5mM 16,32 10,14

Gs2 IACSP94-2094 / 60mM 17,86 10,28
SP81-3250/ 0.2mM 18,05 +0,13

SP81-3250 / 5mM 16,60 +0,20

SP81-3250 / 60mM 16,16 10,14

Controle negativo 38,18 +0,04

Ainda como resultado da reacdo de PCR em tempofoeam obtidos gréaficos para
curva de melting na forma derivativa. Este grafico € uma forma daliacdo das
caracteristicas de dissociacdo das moléculas de DiNAa-fita durante o aquecimento.
Através desta informc¢éo € possivel visualizar @@fipidade da amplificacdo de fragmentos
dentro da reacdo de PCR em tempo real, ou sejapwee amplificacdo inespecifica de
fragmentos, ocorrendo por pareamento incorreto alags utilizados no experimento
(inespecificidade de primers por problemas na sgméncia ou condicbes de reagédo) ou
formacao de dimeros de primers. A partir destesglathtidos € possivel entdo otimizar as
condicbes da reacdo, como temperatura durantectss @ concentracdes de reagentes,
visando aumentar sua especificidade e garantir plifatacdo apenas do fragmento de
interesse.

Os gréficos obtidos durante a reacdo para anasegyenesssl e Gs2 apresentaram
resultados satisfatérios para a especificidadesdedo, sendo apresentados na figura 6 e na

figura 7.
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Com base no métodeCt, os dados obtidos durante a amplificacdo derfesnjos dos
genesGsle Gs2foram submetidos a normalizacéo contra o g@gAPDH (tabela 10 e figuras
8e9).

Tabela 10 - Quantificacdo da expresséao relativa dos géb&ke Gs2 normalizados pela

expressao do geri@APDH

Gene Cultivar/Tratamento (N) ACt
IACSP94-2094 / 0.2mM 0,51
IACSP94-2094 / 5mM 1,00
Gsl IACSP94-2094 / 60mM 0,50
SP81-3250/ 0.2mM 0,50
SP81-3250 / 5mM 0,72
SP81-3250 / 60mM 1,81
IACSP94-2094 / 0.2mM 0,70
IACSP94-2094 / 5mM 0,23
Gs2 IACSP94-2094 / 60mM 1,21
SP81-3250/ 0.2mM 0,51
SP81-3250 / 5mM 0,41
SP81-3250 / 60mM 2,47
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Figura 8 - Quantificacdo da expressao relativa do gés&normalizado pela expresséao do
gene GAPDH O eixo y representa os valores d€t enquanto os tratamentos sao

apresentados no eixo X.

Neste caso, tanto o genotipo considerado rusthfGSP94-2094 quanto o genotipo
considerado responsivo, SP81-3250, apresentarardgsasemelhantes de expressédo da GS1
em diferentes concentracdes de nitrogénio (Figuya @uando submetidos & uma
concentracdo baixissima deste nutriente, de 0,2mMxpressdo deste gene € até maior
quando comparada a condicdo considerada ndoiwestde 5mM. Contudo ambas cultivares
apresentam aumento na expressadsdé quando submetidas ao tratamento em meio de
cultivo contendo 60mM de nitrogénio, ainda que dgipo considerado responsivo apresente
maior expressao relativa. NOGUEIRA, 2005, obsemesposta semelhante em cultivares de
performance contrastantes. A exposicdo destasvands a maior disponibilidade de
nitrogénio resultou em aumento da expressdo deaG&IX5S1.b no cultivar SP70-1143,
aumento este relacionado pelo autor a variacogmeriarmance dos genotipos estudados no

crescimento em condi¢cdes de baixa disponibilidadeitriogénio.
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Figura 9 - Quantificacdo da expressao relativa do gés2 normalizado pela expresséao do
gene GAPDH O eixo y representa os valores d€t enquanto os tratamentos sao

apresentados no eixo X.

Diferentemente do que ocorre com a expressaB@sdea expressao relativa @&s2
evidenciou um ponto de divergéncia na expressaacaémntre as cultivares (Figura 9).
Quando submetidos ao tratamento de maior dispatadi de nitrogénio, o gendtipo
considerado responsivo apresentou um aumento evaseél nos valores para expressao
relativa de GS2, enquanto no genotipo consideradtico a expressao foi relativamente
menor comparada ao tratamento intermediario (5mM).

A partir destes dados foram realizadas andlisea paantificar a razdo entre a
expressdo das isoform&sl e Gs2 nas diferentes cultivares e nos diferentes tratéose
realizados (tabela 11), admitindo-se como refeeérecicultivar considerada rustica para

resposta a disponibilidade de nitrogénio.
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Tabela 11 - Razdo da expressdo entBslGs2 nos diferentes gendtipos e tratamentos

estudados.
Gendtipo 0,2mM 5mM 60mM
IACSP94-2094 1,36 0,23 2,42
SP81-3250 1,02 0,57 1,36

Conforme citado por PURCINO et al.(1992), cultisaraais eficientes apresentam
maiores concentracoes @s2 do queGsl a razdo entr&slGs2 deve ser menor quando
comparada a genotipos menos eficientes, onde &witvacdo d&slfor maior relativamente
a deGs2 Desta forma, as caracteristicas inicialmenterdasgara as cultivares IACSP94-
2094 e SP81-3250 podem ser correlacionadas a dazfaxa para expressao génica relativa
Gs1Gs2 Foi possivel observar que aumentando a dispatad# de nitrogénio, a cultivar
SP81-3250 apresenta uma taxa de expressdo @slf&s2 mais baixa, aproximadamente
metade da encontrada na cultivar IACSP94-2094camdio assim uma maior expressao de
Gs2sobreGs], quando comparada a cultivar rustica.

Quando referenciamos os valores encontrados pprasséo relativa a cultivar rastica
considerando o tratamento 5mM como tratamento alentpodemos observar um perfil de
expressdo onde o0 ge@sltem sua expressao aumentada, seja em condicGssnde, ou em

condicdes de maior disponibilidade de nitrogénio.
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Figura 10 - Expressao relativa désl referenciada ao tratamento 5mM de nitrogénio no
genotipo rastico, 0 eixo y representa quantas vemas Um gene € expresso em comparacao

a referéncia enquanto o eixo X apresenta os tratasie

Quando realizamos a mesma analise [iasa evidencia-se as diferencas entre as
cultivares estudadas para a expressao génica. mEocuaultivar IACSP94-2094 tem seu pico
de expressao dés2no tratamento contendo 5mM, a cultivar SP81-33B6senta expressao
relativa crescente, sendo seu apice no tratamentmador concentracdo de nitrogénio, no

caso, 60mM.
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Figura 11 - Expresséo relativa dés2 referenciada ao tratamento 5mM de nitrogénio no
genotipo rastico, 0 eixo y representa quantas vemas Um gene € expresso em comparacao

a referéncia enquanto o eixo x apresenta os tratasie

Estas diferencas entre o perfil de expressadsdge e Gs2 indicam que entre as
cultivares IACSP94-2094 e SP81-3250, as alteragias significativas para quantidade de
expressdo de RNAs mensageiros ocorrem para ansafde glutamina sintetasgs? sua
forma cloroplastidial. Consequentemente, esta n&ipressao relativa ef@s2 leva a crer,
com base nas referéncias bibliograficas citadakmgo do trabalho, que a cultivar SP81-
3250 pode possuir um aproveitamento melhor na sragfo de NEl proveniente da
fotorrespiracdo quando comparado com a cultivar SR@4-2094. Assim, este seria um
possivel fator que determina as diferentes respastiie as cultivares estudadas em relagédo a

disponibilidade ambiental de nitrogénio.

32



5. CONCLUSOES

-Foi possivel observar diferencas nos perfis deesgdo das isoformas de glutamina
sintetase estudadoSgle Gs2).

-A cultivar responsiva estudada (SP81-3250) divenge quantidade relativa de
expressdo par&s2 quando comparada a cultivar ruastica (IAC94-2094incipalmente sob
alta disponibilidade de nitrogénio.

-A cultivar responsiva estudada (SP81-3250) diveepe menor propor¢cao na
guantidade relativa de expressdo p@sl quando comparada a cultivar rustica (IAC94-
2094), porém apresentando mesmo perfil de expresg@mdo exposta a diferentes
disponibilidades de N.

-A variacao para razdo da expressao e€B8#Gs2 observada em cana-de-acucar é a
mesma verificada na literatura para outras espéaiete foi observado que quanto menor o
valor para a razdo da atividade enzimética de GS&4/@ais responsiva a caracteristica da

cultivar para assimilacao de nitrogénio.
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ANEXOS

Anexo 1 -Sequéncias expressas dos genes GS1 analisadesdacifs contidas no banco de

dados.

GS1
LOCUS AY835457 2038 bp mMRNAnear PLN 28-SEP-2005
DEFINITION Saccharum officinarurglutamine synthetase (GSI) mRNA, partial cds.
ACCESSION AY835457
VERSION AY835457.1 GI:56681320
KEYWORDS
SOURCE Saccharum officinarum
ORGANISM Saccharum officinarum
Eukaryota; Viridiplantae; StreptophyEambryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; LiliopsidPoales; Poaceae; PACMAD
clade; Panicoideae; Andropogoneae; &aam; Saccharum officinarum
complex.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2038)
AUTHORS Nogueira,E.M., Olivares,F.L., JapiaddD,, Vilar,C., Vinagre,F.,
Baldani,J.I. and Hemerly,A.S.
TITLE Characterization of glutamine synthetgenes in sugarcane
genotypes with different rates of bgt@l nitrogen fixation
JOURNAL Plant Sci. 169 (5), 819-832 (2005)
REFERENCE 2 (bases 1 to 2038)
AUTHORS Nogueira,E.M. Sr. and Hemerly,A.S.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (22-NOV-2004) Universidadel&eal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, RJ 22460-030, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2038
/lorganismSaccharum officinarum
/mol_type="mRNA"
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/db_xref="taxon:4547"

gene <1..2038
/gene="GSI"
/note="scGSI"

CDSs <1..1774
/gene="GSI"

/EC_number="6.3.1.2"
/note="dodecameric enzyme"
/codon_start=2
/product="glutamine synthetase
/protein_id="AAW21277.1"
/db_xref="GIl:56681321"

ftranslation="PGSTHAGRSIAKCQIVLLHASYPFSKEASYLASVYSQYLDFGL
AIPKLSVHGMTSSLKELLELAPIKKVMFSTDGYAFPETYYLGAKRARDVVY RVLSAA
CEDGDLSIQEAIEAVEDIFRRNALHLYKLNVVNGSINHETTIVADSVSLSSVEEDVLFV
RIIWSDASGQYRCRVVPAGRFYEITRNKGVGLTFAAMGMTSFCDGPADGSNIGVGE
IRLVPDMPTLVRIPWSRREEMVMADMQIRPGECWEYCPRNAMRKVTKVLLEEFNVT
MKAGFENEFFLRRKLVSDGVEQWVPYDNTNYCSTSAFDGASSILQEVYSHASGIV
VEQLHAEAGKGQFEIALKYILCTLAADNLIYARETIQSIARKHGLLATFLP KPDLNDFG
SGSHVHLSLWENDQNAFMGSSKDNFHGMSKTGAQFLAGVYHHLPSILAFTRHPNS
YDRIQPDTWSGAYQCWGKENREAPLRTACPPGVPLDLVSNFEIKSFDGCAMNLGLA
AIVAAGIDGLRRDLKLPEPIESNPSDHASKLKRLPQNLQESVEALSADKVIHELIGDKL
VTAAIAIRKAEIDHFSKNPGAFNDLIFRY"

ORIGIN

1 tccegggteg acccacgecg gacgaagtat tgciea@ghattgtte ttttgcatge
61 ttcttatcca ttttctaagg aagcatccta tcttgaittactcce aggtctacct
121 tgattttggc ttggcgattc caaaacttag tgtgamtfgacatcgt ccctcaaaga
181 gcttctggag ctagctccca taaaaaaggt caggticagatggat atgcttttcc
241 agagacatat tatctaggtg caaaaagggc actigg#i@icgtg tcctatctge
301 tgcatgtgaa gatggagacc ttagcattca ggamggaagctgttg aggacatctt
361 tagaagaaat gcattgcatt tgtacaagtt as@tgkigggatcaa taaatcatga
421 aacaaccata gttgctgaca gtgtgtcatt gtttigégagaagatg tgctctttgt
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481 tcgaataatc tggagcgatg cttctggtca atajagajcgttgtgc cagctggacg
541 attttatgag attacaagga ataagggcgt tgetdilgcagcaa tgggaatgac
601 ttcattttgt gatggcccag cagatgggtc taadofigigtaggcg agatcagact
661 tgtaccagat atgccaacac ttgttaggat ccaat@gigcgcgaag aaatggtgat
721 ggctgacatg caaataaggc ctggagaatg ttgggtsitctagaa atgccatgag
781 gaaagtcaca aaagttctgc tagatgagtt caetgédgaaggcag gttttgagaa
841 tgaatttttt cttcgcagaa aattagtaag tgatggmgcagtggg ttccatatga
901 taataccaat tactgctcaa cttcagcatt tgatggogitccatat tacaagaagt
961 atattcttcc ctcaaagctt caggcattgt tgttgggtgcatgctg aagctggaaa
1021 agggcagttt gagatagcct tgaagtatat cttgt@tcggcetg acaacctcat
1081 atatgcccgt gagactattc aatcgattgc tcgahggectgctag caacatttct
1141 tccaaagcct gatttgaacg attttggatc tggitoftgcatctga gcttgtggga
1201 gaatgatcag aatgctttta tggggtcaag tassdgttatggaa tgtcaaaaac
1261 tggagcacag ttccttgctg gagtgtatca tcagtiocatattgg catttaccge
1321 tcctcaccca aacagctatg accggattca geccadggagtggag cttatcaatg
1381 ctgggggaaa gagaacaggg aggctccatt aagaggegcacctg gtgtgcctct
1441 tgatttagtc agcaacttcg agatcaaatc ctiggagggcaaatc cgcacttggg
1501 tcttgcetgcet atcgttgetg ccggceatcga tgg@gEiaayagacctta agttgectga
1561 accaattgaa tcaaaccctt ctgatcacgc ttdgpaagaggctac cgcagaacct
1621 gcaggaatct gtagaagcac tttctgcaga tafpcgtigaattaa ttggtgataa
1681 acttgtcaca gctgcgatag ctatacggaa ggdtgggecatttct cgaagaatcc
1741 gggtgcattc aacgatctca tcttccgtta ctagggagaacagaat gagagaggct
1801 acgttttctt gggcgtggca aggggtttca ctgtatgeaccgagaga ctatgtggaa
1861 gaataaattc tgttccaacg gttaacttcg gatéctcetgtgact gaacttgata
1921 cccagtgttt ctcttatcaa atgtataaag gtettedgtgaaatg ataggcacat
1981 gtaaactctc gttattttct tcctctggeg gttagtagetacagagce cttcaacc

I

Anexo 2- Sequéncias expressas dos genes GS2 analiseefeséacias contidas no banco de
dados.

GS2
LOCUS AY835456 756 bp mRNAinear PLN 28-SEP-2005
DEFINITION Saccharum officinarum chloroplast glotime synthetase (GS2) mRNA,
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partial cds; nuclear gene for chlorspfaroduct.
ACCESSION AY835456
VERSION AY835456.1 GI:56681318
KEYWORDS
SOURCE Saccharum officinarum
ORGANISM Saccharum officinarum
Eukaryota; Viridiplantae; StreptophyEambryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; LiliopsidPoales; Poaceae; PACMAD
clade; Panicoideae; Andropogoneae;@aam; Saccharum officinarum
complex.
REFERENCE 1 (bases 1to 756)
AUTHORS Nogueira,E.M., Olivares,F.L., JapiaddD,, Vilar,C., Vinagre,F.,
Baldani,J.I. and Hemerly,A.S.
TITLE Characterization of glutamine synthetgenes in sugarcane
genotypes with different rates of bgytal nitrogen fixation
JOURNAL Plant Sci. 169 (5), 819-832 (2005)
REFERENCE 2 (bases 1 to 756)
AUTHORS Nogueira,E.M. Sr. and Hemerly,A.S.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (22-NOV-2004) UniversidadedEml do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, RJ 22460-030, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..756
/organismSaccharum officinarui
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:4547"

gene <1..756
/gene="GS2"
/note="scGS2"

CDSs <1..498
/gene="GS2"

/EC_number="6.3.1.2"
/codon_start=1

/product="chloroplast glutamisynthetase"
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/protein_id="AAW21276.1"
/db_xref="Gl:56681319"

ftranslation="IEAGDHIWISRYILERITEQAGVVLTLDPKPIQGDWNSAGCHTNYSTKT
MREDGGFEEIKRAILNLSLRHDLHISAYGEGNERRLTGKHETASIDTFSWEANRGCS
VRVGRDTEAKGKGYLEDRRPASNMDPYIVTGLLAETTILWQPTLEAEVLAAKKLAL
KV*"

ORIGIN
1 attgaagcag gagatcacat atggatttcg agatdcghagagaat cacagagcaa

61 gctgggottg tccttactct tgatccaaaa ccagdtgigactggaa cggagcetgge
121 tgccacacaa attacagcac aaagacgatg coigaagaatttga agagatcaag
181 agagcaatcc tgaacctttc tctgcgccat gattdtagtgcata cggagaagga
241 aatgaaagaa gattgacagg gaaacatgag actytggcacctt ctcatggggce
301 gtggcaaacc gtggctgctc tgttcgtgtg gggdgageyaggcaaa agggaaaggt
361 tacctggaag accgtcggec ggcatcaaac atggaattgtgac agggctactg
421 gctgagacca caattctctg gcagccaacc cttggagttcttgc cgccaagaag
481 ctggcactga aggtatgaag cagttgaagg atgattsagaataat caggcccaac
541 aaaattgatt ctgttgttca ctggtctggg tccegegacttggeg ccactctata
601 taaagttacg gtttctgaac ccatattgtc tttgatigattacggt tgttacattt
661 tgcttgagca ccatcacacc atgtttggac ttgecattgttgact ccatttgggg
721 ctgaacgatg aacagtgaaa aacagtcttc gagtct

I
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