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Análise da expressão gênica de glutamina sintetase em cultivares de cana-de-açúcar 

contrastantes para assimilação de nitrogênio 

 
 

RESUMO 

 
A adubação do solo é uma prática que influencia diretamente o desenvolvimento e 

produtividade de cana-de-açúcar, sendo a aplicação de adubos nitrogenados uma prática 

altamente significativa para a característica. No entanto, o excesso destes compostos na 

hidrosfera, na forma de acúmulo de nitrato no lençol freático, ou na atmosfera, pela emissão 

de gases, tem efeitos indesejados no meio ambiente, comprometendo seriamente a 

sustentabilidade da produção. Algumas cultivares elite de cana-de-açúcar são pouco eficientes 

na absorção e assimilação de nitrogênio, necessitando de quantidades maiores de adubo para 

que se obtenha a produtividade adequada, acarretando maiores custo de produção e 

contaminação do meio ambiente. A enzima glutamina sintetase tem função de elevada 

importância para o aproveitamento deste nutriente, participando diretamente nos processos de  

assimilação e transporte do nitrogênio nas plantas. 

Este trabalho identificou alterações no perfil da expressão genética de glutamina 

sintetase (GS) através da técnica de PCR quantitativa em tempo real. Comparando uma 

cultivar de cana-de-açúcar considerada rústica para assimilação de nitrogênio (IACSP94-

2094) com uma cultivar considerada responsiva (SP81-3250), e em diferentes concentrações 

para disponibilidade de nitrogênio, concluiu-se que houve alterações significativas para a 

expressão do gene codificante para GS2, bem como para a razão entre a expressão das 

diferentes isoformas GS1/GS2. Estes resultados corroboram com a literatura existente para o 

comportamento do perfil de expressão gênica de GS em outras espécies, como o milho, 

enquanto que para cana-de-açúcar os dados são escassos para esta caracterização. 

 

Palavras-chave: Saccharum spp. Assimilação, GS, nitrogênio, qRT-PCR. 
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Glutamine synthetase gene expression analysis in contrasting sugarcane lineages for 

nitrogen assimilation 

 
 

ABSTRACT 

 
The soil fertilization is a pratice that influences directly into the development and 

productivity of sugarcane, where the utilization of nitrogen fertilizers have high significance 

on this feature. However, the excess of this compounds into the hydrosphere, in the forms of 

nitrate accumulation into the groundwather, or into the atmosphere, by the emission of gases, 

has undesirable effects on the environment, seriously compromising the sustainability of the 

production. Some varieties of sugarcane are not much efficient in the nitrogen absorption and 

assimilation, requiring higher amounts of fertilizer to obtain the adequate productivity, 

resulting in higher production costs and environmental contamination. The glutamine 

synthetase enzyme have a major role in the utilization of this nutrient, directly participating in 

the processes of assimilation and transport of nitrogen in plants. 

This work identified modifications in the gene expression profile of glutamine 

synthetase (GS) through realtime quantitative PCR analysis. Comparing a cultivar of 

sugarcane considered rough for nitrogen assimilation (IACSP94-2094) with a cultivar 

considered responsive (SP81-3250), and at different concentrations for nitrogen availability, it 

was concluded that there were significant changes in the expression gene coding for GS2, as 

well as the ratio of the expression of the different isoforms GS1/GS2. These results 

corroborate the literature for GS expression profile into other species, such as maize, while for 

cane sugar data are scarce for this characterization. 

 

Keywords: Saccharum spp. Assimilation, GS, nitrogen, qRT-PCR.
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1 INTRODUÇÃO 

 

  

O Brasil é o principal produtor mundial de açúcar e etanol combustível, com uma área 

plantada de 7,7 milhões de hectares, correspondendo a 3,5% da área agricultável, e uma 

produção de 560 milhões de toneladas de cana, empregadas na produção de 32 milhões de 

toneladas de açúcar e 27 bilhões de litros de álcool. O Estado de São Paulo é o principal 

produtor de cana-de-açúcar no país. Na safra 2007/08, este Estado foi responsável pela 

produção de 296,3 milhões de toneladas de cana-de-açúcar, o que representou 60% da 

produção total do Brasil (UNICA, 2010).  

A produtividade média dos canaviais, incluindo os colmos industrializados, as folhas 

secas e os ponteiros, tem oscilado em torno de 100 toneladas de matéria natural por hectare e 

os colmos correspondem a aproximadamente 80% dessa massa (OLIVEIRA et al., 2007). A 

adubação do solo é uma prática que influencia diretamente o desenvolvimento e 

produtividade da cana, principalmente, com referência à aplicação de adubos nitrogenados. 

Atualmente, a adição média de fertilizantes nitrogenados em cana-planta é de 60 kg de 

nitrogênio por hectare. No entanto, o excesso destes compostos na hidrosfera, pelo acúmulo 

de nitrato no lençol freático, ou na atmosfera, pela emissão de gases, tem efeitos indesejados 

no meio ambiente. Algumas cultivares elite de cana-de-açúcar são pouco eficientes na 

assimilação de nitrogênio, necessitando maior quantidade de adubação para a obtenção de 

altas produtividades. Ainda, faltam maiores informações acerca das bases moleculares 

envolvidas neste processo em cana-de-açúcar, o que poderia direcionar melhor e acelerar os a 

obtenção de resultados positivos em trabalhos de melhoramento genético para esta cultura. 

Para aumentar as chances da geração de ganhos em eficiência na assimilação de 

nitrogênio em programas de melhoramento, sejam eles tradicionais ou de base biotecnológica, 

se fazem necessários maiores esclarecimentos sobre as bases genéticas deste processo na 

cana-de-açúcar. O estudo da expressão gênica possibilita aumentar a compreensão acerca de 

processos biológicos complexos, facilitando o estabelecimento de correlações entre a 

fisiologia de um organismo e a biologia molecular. A reação em cadeia da polimerase 

quantitativa em tempo real (qRT-PCR) é uma ferramenta que permite identificar alterações na 

expressão de RNAs mensageiros, sendo estas consequentes da fisiologia, desenvolvimento ou 

resposta de um organismo ao ambiente ou à patógenos. Isto torna possível estabelecer 

referências de interações genéticas permitindo o desenvolvimento de estratégias para 

obtenção de informações gênicas sobre uma determinada característica.  
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Neste cenário, a enzima glutamina sintetase (GS) desempenha papel central no 

processo de assimilação e transporte do nitrogênio em plantas, convertendo amônio (NH4+) 

em aminoácidos, onde a expressão de suas isoformas pode estar relacionada com a 

caracterização da resposta da planta à disponbilidade de nitrogênio. Assim, o estudo da 

resposta transcricional de glutamina sintetase de cana-de-açúcar à disponibilidade de 

nitrogênio no ambiente visa fornecer informações importantes sobre os mecanismos 

responsáveis por sua assimilação e sua influência sobre a resposta e a produtividade do 

material vegetal. A identificação dos perfis de expressão do gene que codifica para as 

isoformas da enzima GS permitirá caracterizar as bases moleculares envolvidas na 

diferenciação de cultivares rústicas e responsivas para disponibilidades variadas de nitrogênio 

no ambiente, além da identificação de marcadores moleculares funcionais, que possam 

auxiliar na obtenção de cultivares com melhor aproveitamento do nitrogênio em condições 

específicas de plantio. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Cultura da cana-de-açúcar no Brasil 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) pertence à família Poaceae e sua origem 

geográfica é atribuída ao sudeste Asiático, na região central da Nova Guiné e Indonésia. 

(DANIELS & ROACH, 1987). É uma das espécies mais importantes e mais cultivadas no 

mundo todo, principalmente em regiões tropicais e subtropicais, ocupando uma área superior 

a 24 milhões de hectares distribuídos em 121 países (FAO, 2009). 

O Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo, com 32 milhões de 

toneladas produzidas na safra 2008/09. O agronegócio sucroalcooleiro é responsável por 

1,76% do PIB nacional e, além disso, este setor é um dos que mais empregam no país, com a 

geração de 4,5 milhões de empregos diretos e indiretos, além de congregar mais de 72.000 

agricultores. A participação do açúcar na pauta de exportações brasileiras foi de 

aproximadamente 20 milhões de toneladas, representando uma receita cambial de US$ 9 

bilhões. As perspectivas para aumento nas exportações de açúcar brasileiro são da ordem de 

US$ 2 bilhões por ano (JORNAL DA CANA, 2010). 

A produção brasileira de etanol também é a maior do mundo, com 27 bilhões de litros 

de álcool na safra 2008/09. Tal fato permitiu ao Brasil ser o único país do mundo a implantar 

o etanol, em larga escala, como combustível renovável e alternativo ao petróleo. Hoje o álcool 

é reconhecido mundialmente pelas suas vantagens ambientais, sociais e econômicas, e os 

países do primeiro mundo têm demonstrado interesse crescente na tecnologia desenvolvida no 

país (JORNAL DA CANA, 2010). 

Esta importância faz com que a cultura da cana-de-açúcar seja bastante estudada no 

país, gerando conhecimentos científicos e tecnologias que potencializam as vantagens da 

produção brasileira de cana-de-açúcar. Especificamente em biologia molecular, progressos 

importantes estão sendo alcançados devido a iniciativas como o projeto SucEST (Sugarcane 

Expressed Sequence Tag Project) que gerou um grande banco de dados de ESTs (expressed 

sequence tag) de cana-de-açúcar, e o programa BIOEN para pesquisa em cana-de-açúcar e 

outras plantas que possam ser utilizadas na geração de energia, ambos realizados pela 

FAPESP. 

Muitos fatores concorrem para a produtividade da cana, mas as condições de 

fertilização do solo são essenciais para seu desenvolvimento. Segundo informações da ANDA 
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(Associação Nacional para Difusão de Adubos), a cana-de-açúcar ocupa o segundo lugar em 

consumo de fertilizantes, constituindo cerca de 15% da comercialização total dos fertilizantes 

no Brasil e, ainda, a adubação é responsável, em geral, por valores entre 17 a 25% de todos os 

custos do plantio de cana (ROSSETTO et al., 2008). No entanto, grande parte destes 

fertilizantes aplicados é perdida por diversos fatores, como a lixiviação e volatilização, 

levando à contaminação dos lençóis freáticos e da atmosfera, respectivamente (PIMENTEL, 

1998). 

 

2.2 Adubação nitrogenada 

O nitrogênio (N) é um elemento fundamental para o desenvolvimento das plantas e 

está associado diretamente à produtividade da cana-planta (KORNDÖRFER et al., 2002), no 

entanto possui baixa disponibilidade nos solos, principalmente em áreas tropicais, onde é 

lixiviado, volatilizado e utilizado por microrganismos em maior velocidade do que nas zonas 

temperadas (PIMENTEL, 1998). O N molecular (N2), apesar de constituir mais de 78% da 

atmosfera, só é utilizado por microrganismos fixadores de N2 (CARVALHO et al., 2006). 

Conforme citado por MALAVOLTA (1981), a maioria dos ecossistemas naturais e 

agrários apresenta um ganho expressivo da produtividade após a fertilização com nitrogênio 

inorgânico, o que demonstra a importância desse elemento para as plantas. Sendo um dos 

nutrientes mais aplicados mundialmente na agricultura, o nitrogênio desempenha um 

importante papel, tanto no aspecto econômico, como ecológico. Se por um lado o nitrogênio é 

o nutriente que promove maiores aumentos na produtividade e qualidade de produtos 

agrícolas; por outro lado, os compostos de nitrogênio na hidrosfera, na forma de acúmulo de 

nitrato no lençol freático, e na atmosfera pela emissão de gases, têm muitos efeitos 

indesejados no meio ambiente (BARTH, 2009). 

Conforme citado por FRANCO (2008), a grande importância do nitrogênio para cana-

de-açúcar está associada ao fato da cultura pertencer à família Poaceae, que emprega o 

metabolismo C4 de carbono, caracterizado por altas taxas líquidas de fotossíntese e grande 

eficiência na utilização do nitrogênio e da energia solar, sendo altamente eficiente na 

produção de matéria seca. Como o nitrogênio é parte constituinte dos ácidos nucléicos, de 

todos os aminoácidos, e, consequentemente, das proteínas, participando direta ou 

indiretamente de vários processos bioquímicos, a sua carência está associada à diminuição da 

síntese de clorofila e aminoácidos essenciais, e também, à redução na energia necessária à 

produção de esqueletos carbônicos, refletindo diretamente no desenvolvimento e rendimento 

da cultura (MALAVOLTA et al., 1997). 
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A absorção deste elemento ocorre basicamente nas formas minerais, NO3
- e/ou NH4

+ e 

por fluxo de massa (99%), sendo apenas 1% pela interceptação do sistema radicular 

(MALAVOLTA et al., 1997). Para a produtividade de 100 t/ha de colmo, a cana-de-açúcar 

absorve 200 a 300 kg/ha de nitrogênio a partir de fertilizantes ou da atmosfera (ROSSETTO 

et al., 2008). Algumas cultivares de cana-de-açúcar exibem variações quanto à absorção do 

nitrogênio, sendo que algumas requerem uma maior adubação para obtenção de uma 

produtividade adequada (BITTENCOURT et al., 1986). 

Na cultura da cana-de-açúcar podem ser observados ainda comportamentos distintos 

em resposta a um ambiente com maior ou menor disponibilidade de nutrientes. Em ambiente 

favorável, por exemplo, com alta disponibilidade de nitrogênio, as cultivares responsivas 

conseguem absorver uma quantidade maior deste nutriente produzindo mais biomassa. Já as 

cultivares rústicas demonstram um comportamento mais estável, não apresentando um 

diferencial tão expressivo em produção de biomassa como as responsivas, quando alocadas 

em ambientes com diferentes disponibilidades de nitrogênio, 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 desempenha função central no 

metabolismo de nitrogênio pelas plantas. Evidências baseadas na marcação de elementos, 

utilização de inibidores e estudos em genética demonstraram como esta enzima esta associada 

a principal rota de assimilação de nitrogênio, o ciclo da glutamato sintase (MIFLIN & LEA, 

1980). 

Durante o desenvolvimento das plantas, o nitrogênio se move para dentro e para fora 

de proteínas em diferentes tecidos e o mesmo é transportado entre tecidos através de um 

número limitado de compostos transportadores. Uma parte do nitrogênio orgânico é movido 

entre compostos através da atividade de transaminases e glutamina-amido transferases, mas 

uma porção significante é liberada na forma de NH3 e reassimlada através da enzima 

Glutamina sintetase (MIFLIN & HABASH, 2002). 
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Figura 1 - Atuação da enzima GS na complexa matriz do metabolismo de nitrogênio na 

planta. O esquema central direciona o papel total da GS. As caixas externas ao redor indicam 

a matriz de várias localidades e ambientes nos quais a GS pode estar em operação, onde a 

direção do fluxo (no caso, as flechas) vão depender de qual matriz é considerada. Extraído de 

MIFLIN & HABASH, 2002 e traduzido livremente. 

 

A glutamina sintetase ocorre principalmente em duas formas. A primeira, GS1 

localizada no citoplasma, preferencialmente expressa no floema e tecidos vasculares 

relacionados, envolvida na geração e transporte de glutamina, e GS2, localizada no 

cloroplasto, onde seu principal papel é reassimilar o NH3 gerado na fotorrespiração (TOBIN E 

YAMAYA, 2001). 

A natureza do metabolismo de nitrogênio que ocorre através da glutamina sintetase 

depende do ambiente onde a planta se localiza, agindo diretamente ou através do estado 

metabólico da planta nos seus diferentes tecidos, e variando ao longo do dia (STITT et al., 

2002). Assim, as reações e formas de GS envolvidas irão variar consideravelmente de acordo 

com as condições ambientais as quais esta é submetida. 
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Experimentos com cultivares de milho previamente classificadas como eficientes e 

ineficientes na utilização de nitrogênio demonstraram que quando cultivadas em 

concentrações mais baixas de nitrogênio (1.6mM NO3-), os materiais considerados mais 

eficientes apresentavam concentrações mais altas de GS2 do que GS1, por outro lado, 

genótipos supostamente ineficientes apresentavam maiores concentrações de GS1 do que GS2 

(PURCINO et al., 1992). Conforme citado por NOGUEIRA, 2005, observou-se a variação na 

performance de genótipos de cana-de-açúcar cultivados em condições de baixa 

disponibilidade de nitrogênio associada à variações na expressão gênica de isoformas do gene 

glutamina sintetase, também caracterizadas no mesmo trabalho. 

A regulação da GS se inicia com a expressão de genes Gs, onde a complexidade das 

relações entre genes e promotores combinam, resultando em alterações nos níveis da 

expressão gênica nas mais variadas células, tecidos e órgãos nos quais a GS é necessária para 

o metabolismo do nitrogênio nas plantas (MIFLIN & HABASH, 2002). 

 

2.4 Tecnologias de análise de expressão 

A regulação da expressão gênica é um processo fundamental para relacionar a 

informação contida no genoma com a resposta de organismos às condições ambientais. Desta 

forma, o estudo dos diferentes conjuntos de transcritos presentes na célula auxilia na 

correlação entre os padrões de resposta dos organismos com suas bases genômicas (WANG et 

al., 2009). 

A análise de PCR em tempo real é um dos métodos quantitativos mais sensíveis e 

confiáveis para a avaliar a expressão gênica. Esta técnica explora o fato de que a quantidade 

de produtos de PCR na fase de aumento exponencial da sequência amplificada é proporcional 

à quantidade inicial de sequências moldes contidas na amostra, sob condições ideais (HEID et 

al., 1996). Para traduzir este conceito em dados que podem ser mensurados, se faz necessária 

a habilidade de monitorar o progresso da amplificação em tempo real, a qual é efetuada 

através da leitura da fluorescência de moléculas de DNA que na reação são marcadas por 

sondas específicas, primers marcados previamente, ou por corantes de DNA. Esta leitura é 

capaz de determinar a quantidade relativa do número de cópias de um fragmento de DNA 

num dado momento. 

 A PCR em tempo real gera uma perspectiva dos processos biológicos com foco na 

dinâmica do transcritoma, habilitando pesquisadores a entender melhor a programação 

transcricional por trás da fisiologia, fisiopatologia, e desenvolvimento. Entender a expressão 
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gênica reduz o intervalo entre nosso conhecimento entre as instruções (genoma) e as funções 

(produtos dos genes) da biologia  (VALASEK & REPA, 2005). 

Para realização de estudos de perfil de expressão genética, é preciso considerar ainda 

que o perfil de expressão gênica está fortemente relacionado ao ambiente em que o indivíduo 

se desenvolve, onde se faz necessário a minimização de possíveis interferências ambientais 

para assegurar a confiabilidade da informação gerada. Neste caso, o cultivo in vitro é uma 

técnica que possibilita maior controle das condições às quais a planta é submetida, 

colaborando para a redução do erro na análise de expressão devido a fatores ambientais. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Multiplicação vegetal 

Foram usados um total de quatro genótipos de cana-de-açúcar do banco de cultivares 

do IAC, visando a obtenção de dois genótipos contrastantes quanto ao comportamento na 

absorção de nitrogênio quando expostos à concentrações variadas deste elemento no 

ambiente. 

As cultivares foram selecionados em testes anteriores, realizados a campo (ARENA et 

al, 2011), são dois que absorvem e assimilam bem o nitrogênio e conseguem converter a 

grande disponibilidade de nitrogênio no metabolismo em biomassa (SP81-3250 e IACSP-

942101) consideradas cultivares responsivas, e duas cultivares pouco eficientes na absorção e 

assimilação, com conversão em biomassa mais estável (não-responsiva) quando relacionada à 

disponibilidade ambiental deste nutriente (IAC93-3046 e IACSP94-2094), cultivares estas 

consideradas rústicas (NOGUEIRA et al., 2005). 

 Os genótipos foram propagados in vitro através de cultura de meristemas de acordo 

com o protocolo citado por ZUCCHI et al, 2002. Os indivíduos foram repicados a cada 28 

dias, de forma a obter-se ao menos 50 clones de cada genótipo, ou seja, 10 para cada futuro 

tratamento (cinco, no total), e foram mantidos em meio líquido MS (MURSCHIGE & 

SKOOG, 1962), descrito na tabela 1, o qual foi trocado semanalmente ao longo de toda a 

realização do cultivo in vitro. Durante todas etapas o meio de cultura foi suplementado com 

amoxicilina 875mg L-1 mais clavulanato de potássio 125mg L-1 para o controle de 

contaminação por microorganismos endofíticos (DONATO, 2005), comuns para a cultura in 

vitro de cana-de-açúcar, sacarose, na concentração de 20g L-1 e ácido cítrico, na concentração 

de 150mg L-1. 

 Também foram utilizados hormônios fitorreguladores no meio de cultura para fins 

específicos durante o experimento. Para a rápida multiplicação de clones em meio líquido, foi 

acrescentado BAP (0,2mg L-1) e cinetina (0,1mg L-1). Anteriormente à aplicação dos 

tratamentos diferenciados para concentração de nitrogênio, foi induzido o enraizamento das 

plantas através da adição no meio do hormônio vegetal ácido 1-naftalenoacético (NAA) na 

concentração final de 5mg L-1. 
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Tabela 1 – Composição do meio MS (líquido) utilizado no cultivo in vitro dos genótipos de 

cana-de açúcar estudados. 

 

 Macronutrientes  

Componente Fórmula Concentração 

Nitrato de amônio (NH4NO3) 1650,00 mg/l 

Nitrato de Potássio (KNO3) 1900,00 mg/l 

Sulfato de Magnésio Anidro (MgSO4) 180,70 mg/l 

Cloreto de Cálcio Anidro (Ca(Cl)2) 332,02 mg/l 

Fosfato Monobásico de Potássio (KH2PO4) 170,00 mg/l 

 Micronutrientes  

Sulfato Ferroso (FE SO4.7H2O) 27,80 mg/l  

EDTA  (Na2 EDTA) 37,26 mg/l  

Sulfato de Manganês (MnSO4.H2O) 16,90 mg/l  

Sulfato de Zinco (ZnSO4.7H2O) 8,60 mg/l  

Ácido Bórico (H3BO3) 6,20 mg/l  

Iodeto de Potássio (KI) 0,83 mg/l  

Molibidato Ácido de Sódio (NA2MoO4.2H2O) 0,250 mg/l  

Sulfato de Cobre (CuSO4.5H2O) 0,025 mg/l  

Cloreto de Cobalto (CoCl2.6H2O) 0,025 mg/l  

 Orgânicos  

Glicina  2,00 mg/l  

Inositol  100,00 mg/l 

Niacina  0,50 mg/l 

Piridoxina  0,50 mg/l  

Tiamina  0,10 mg/l  

 Suplementação  

Ácido cítrico  150 mg/l 

BAP*  0,2 mg/l 

Cinetina*  0,1 mg/l 

NAA**  5 mg/l  

Sacarose  20 g/l 

*Não utilizados durante a fase de aplicação dos tratamentos 
**Apenas durante o período de enraizamento. 
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.  
 O cultivo foi mantido em todos os genótipos até a geração R7, e a viabilidade de cada 

cultivar foi avaliada a cada repicagem através da simples contagem de indivíduos viáveis a 

fim de determinar a taxa de proliferação e adaptação de cada genótipo ao sistema de cultivo in 

vitro. Com estes dados foram eleitos então as duas cultivares mais adaptadas à estas condições 

de cultivo, sendo um de característica responsiva e um de característica rústica para dar 

continuidade ao trabalho. 

Cada genótipo foi exposto então durante 17 horas à cinco diferentes tratamentos 

variando as concentrações de nitrogênio disponível, tendo como base o meio MS, 

frequentemente utilizado para cultura de tecidos vegetais. Na composição deste meio de 

cultura, é utilizada como fonte de nitrogênio uma combinação entre amônio (NH4
+) e nitrato 

(NO3
-), na proporção de um para dois, respectivamente, além de conter os demais nutrientes 

necessários para o desenvolvimento da planta. 

Pode-se considerar que o meio MS original possui a combinação mais adequada entre 

as formas de nitrogênio para suprir as necessidades deste nutriente na micropropagação de 

cana-de-açúcar (SABINO, 1999). Contudo, para verificar alterações no nível de expressão de 

genes relacionados à assimilação do nitrogênio, foram acrescentados tratamentos onde 

pudessem ser observadas variações entre a expressão gênica de plantas rústicas e responsivas. 

Neste caso, com base nos dados disponíveis na literatura, acrescentou-se tratamentos com 

doses de baixa concentração de nitrogênio igual a 0,2mM, considerado de concentração 

restritiva para disponibilidade de nitrogênio (ROBINSON et al. 2007), e de média 

concentração final de nitrogênio, igual a 5mM, considerado não restritivo para concentração 

de nitrogênio no meio de cultura, (ROBINSON et al. 2007). 

Em todos os casos manteve-se a proporção entre amônio e nitrato presente no meio 

MS original, conforme a tabela 2, assim como as concentrações dos demais nutrientes e 

suplementos utilizados no meio MS. 
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Tabela 2 - Concentração de nitrato e amônio nos tratamentos. 

 

Tratamentos/Forma de N Nitrato Amônio Concentração final 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. Obtenção de amostras de tecido vegetal: 

 Foram utilizados entre 100mg e 200mg de tecido foliar coletados. Visando manter as 

características do perfil do transcritoma no interior das células, as folhas foram removidas 

evitando-se o contato com RNAses externas e imediatamente imersas em nitrogênio líquido 

para criopreservação em envelopes de papel alumínio identificados. O material foi conservado 

em temperatura de -80ºC até a etapa de extração do RNAm. 

Considerou-se como parcela experimental o agrupamento do total de folhas de cinco 

clones de cada genótipo. Folhas danificadas e/ou com sinais de senescência não foram 

mantidas como amostra. 

 

3.3 Extração de RNA 

A extração do RNAm foi realizada utilizando o kit Pure Link Mini Kit Ambion®. 

Todo material não contendo especificação “RNAse free” utilizado durante a extração foi 

submetido a queima em forno a 180ºC por 4 horas ou, na impossibilidade de aquecimento, foi 

realizado o tratamento com solução peróxido de hidrogênio 3% ou dietilpirocarbonato 

(DEPC) a 0,1% para inativação de RNAses.  

Para definir as quantidades adequadas de amostra e soluções do kit a serem utilizadas 

para obtenção de RNAm em concentrações e qualidade desejadas realizou-se uma extração 

prévia contendo 100mg, 150mg e 200mg do tecido vegetal de cada parcela de amostras, 

homogenizados em 1000µL ou 500µL da solução 1 do kit, a qual é composta por uma solução 
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tampão para lise celular e agentes de proteção à RNAses, descrita mais detalhadamente nesta 

seção. Os resultados foram avaliados em corrida de eletroforese em gel desnaturante FA 

(formaldeído agarose) 1,2% (SAMBROOK et al., 1989) para certificar a eficiência da 

extração. 

Após a definição das quantidades de material vegetal e soluções a serem utilizadas 

foram macerados 100mg de amostra de cada pool em nitrogênio líquido, e subsequentemente 

homogenizado em 1000µL de sol. tampão de lise. Para a extração do RNAm foi utilizado o 

protocolo como descrito pelo fabricante: a solução de lise, mencionada para homgenização 

das amostras (1000µL), contém isotiocianato de guanidínio, um sal caotrópico capaz de 

proteger o RNA de RNAses endógenas (CHIRGWIN et al., 1979). Após a homogenização, 

adicionou-se 500µL etanol absoluto e as amostras foram aplicadas em cartucho de 

centrifugação contendo uma membrana de sílica, onde o RNA se liga. As impurezas foram 

removidas subsequentemente numa etapa de lavagem (VOGELSTEIN & GILLESPIE, 1979). 

O RNA purificado foi então eluido em água livre de RNAse (INVITROGEN, protocolo) 

sendo armazenados posteriormente em ultrafreezer -80ºC até sua utilização. 

Para comprovar a eficácia da extração do RNAm total as amostras foram submetidas a 

uma eletroforese em gel desnaturante FA 1,2%. Para isso foi adicionado 1µl de tampão LB 

(tetraborato de lítio) 5x em 4µl de amostra e aqueceu-se a mistura a 65°C por 5 minutos para 

desnaturação do material. Estas amostras foram então inseridas nos poços de um gel FA 

contendo 1,2% de agarose e  brometo de etídio (na concentração final de 0.001µg para cada 

30ml final de gel) previamente preparado e equilibrado em tampão de corrida FA 1x (246mM 

de formaldeído; 5mM de acetato de sódio; 1mM EDTA; 20mM de ácido 3-

morfolinopropanosulfônico) por 30 minutos. O gel foi então submetido a eletroforese em 

cuba de 17cm a 80V por 1 hora e 15 minutos e visualizados em fotodocumentador ultravioleta 

para visualização do RNAm contido no gel. 

Após a verificação, prosseguiu-se com a etapa de quantificação do RNAm contido em 

cada amostra através de análise no equipamento de leitura espectrofotométrica de 

microvolumes NanoDrop®, onde foi possível também avaliar possíveis contaminações com 

sais ou álcool residuais provenientes do kit de extração de RNA.  

 

3.4 Síntese de cDNA 

Para síntese de cDNA através da reação da transcriptase reversa foi utilizado o kit 

SuperScript® III First Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen®). Inicialmente 
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normalizou-se o volume total de RNAm obtido nas extrações, através dos dados obtidos pela 

leitura em 260nm e 280nm em NanoDrop®, visando a aplicação de 500ng de RNAm por 

reação de síntese de cDNA. Seguiu-se então o protocolo do fabricante para reação de síntese 

de cDNA. Posteriormente o banco de cDNA formado foi armazenado em temperatura de -

20ºC para futuras análises. 

 

3.5 Desenho dos primers para as análises de qRT-PCR 

 Os estudos dos perfis de expressão da glutamina sintetase nas suas isoformas Gs1 e 

Gs2, (encontradas no citoplasma e no cloroplasto, respectivamente) nos genótipos de cana-de-

açúcar submetidos a tratamentos previamente apresentados serão realizados a partir da análise 

de expressão por PCR quantitativa em tempo real. Para isso é necessário a obtenção de suas 

sequências codificantes expressas e subsequente desenho de primers apropriados para a 

amplificação de fragmentos durante a reação. 

 Neste caso Gs1 e Gs2 estão bem caracterizadas em estudos prévios, contendo 

sequências confiáveis depositadas em bancos de dados de acesso público. 

 Para a obtenção das sequências de cDNA de cada um dos genes a serem analisados 

foram realizados acessos ao banco de dados do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) buscando por dados de CDS (coding DNA sequence) para os genes 

codificantes das referidas enzimas, restringindo a busca para cana-de-açúcar. As sequências 

foram anotadas para a confecção de primers de acordo com a tabela 3 abaixo. 

 

Tabela 3 - Genes e referências dos bancos de dados utilizados para obtenção de sequências 

genômicas. 

 

Gene Descrição Banco de dados Código Referência 

Gs1 Glutamina sintetase 1 NCBI AY835457.1 Nogueira, 2004 

Gs2 Glutamina sintetase 2 NCBI AY835456 Nogueira, 2005 

 

 As referências e anotações inclusas nas entradas do banco de dados consultadas estão 

disponíveis na seção ANEXO I. 

 Para cada sequência foram desenhados um ou mais pares de primers específicos para a 

análise de PCR quantitativa em tempo real visando obter uma maior confiabilidade nos 

resultados. 
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No desenvolvimento das sequências de óligos a serem sintetizados, buscou-se atender 

principalmente às seguintes especificações: 

I) Cada primer deve conter entre 20 a 22 nucleotídeos, de tamanho suficiente para aumentar a 

especificidade à sequência a qual deseja-se ampliuficar e  minimizar a tendência a formação 

de grampos e dímeros. 

II) Os fragmentos a serem amplificados devem ter entre 200pb e 250pb, fornecendo um 

substrato adequado para o corante utilizado nas análises (SYBR® Green I). 

III) As sequências dos primers devem conter aproximadamente 60% GC para aumentar a 

força de ligação entre o primer e a fita molde de cDNA. 

IV) A temperatura de melting deveria se aproximar ao máximo de 58°C, variando o mínimo 

possível entre as orientações forward e reverse dentro de cada par de primers, visando 

aumentar a eficiência da amplificação. 

 Foi utilizado o software Primer3 (ROZEN & SKALETSKY, 2000) para o desenho dos 

oligos, seguindo as especificações apresentadas anteriormente, utilizando como fonte as 

sequências previamente obtidas. 

Os pares de primers gerados com o auxílio do primer3 foram submetidos à testes de 

simulação para formação de grampos e dímeros indesejáveis durante a reação de PCR através 

dos softwares NetPrimer e PrimerAnalyser (KALENDAR et al.,  2011). 

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

genes Gs1 e Gs2 em cana-de-açúcar são detalhados na tabela 4. 

 

Tabela 4 - Pares de primers sintetizados para análise de PCR quantitativo em tempo real dos 

genes codificantes para as enzimas GS1 e GS2. 

 

Gene Sentido Sequência (5’-3’) Tm Fragmento 

Gs1 

(primeiro par) 

Forward 

Reverse 

CATCGAAGCTGTTGAGGACA 

ACGCGGCATCTATATTGACC 

60,4°C 

60,4°C 

189pb 

 

Gs1 

(segundo  par) 

Forward 

Reverse 

GAATAAGGGCGTTGGTCTGA 

CCAACATTCTCCAGGCCTTA 

60,4°C 

60,4°C 

196pb 

Gs2 

(primeiro par) 

Forward 

Reverse 

ATGGCTCAGATCTTAGCAGCTTCTCC 

ATCACTTCACTATCTTCACCAGGTGC 

66,2°C 

64,6°C 

212pb 

Gs2 

(segundo par) 

Forward 

Reverse 

AATTCAGGGTGACTGGAACG 

ATCCTCCATCTTCACGCATC 

62,7°C 

62,7°C 

226pb 
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 Para analisar a expressão de genes é necessário normalizar a quantidade de cDNA a 

ser utilizado na reação de PCR. Para isso, é necessária a utilização de genes de expressão 

estável dentro dos tecidos e condições estabelecidos no estudo (Picelli, 2010). Na literatura é 

possível constatar que quatro genes são amplamente utilizados e aceitos para a normalização 

do cDNA em análises de PCR quantitativa em tempo real em cana-de-açúcar, sendo estes os 

genes que codificam para as proteínas gluteraldeído 3-fosfato desidrogenase (GADPH), β-

actina, RPL35.3 e Ubiquitina 2 (UbiQ2). Neste caso, as sequências utilizadas para a síntese de 

primers específicos dos genes B-actina, GAPDH e UbiQ2 são descritas por Iskandar et al, 

2004, enquanto que para RPL35.4 foi descrito e citado por CALSA JR. & FIGUEIRA, 2007 e 

testado com sucesso na normalização de folhas de cana-de-açúcar, citado por JESUS, 2010. 

Pares de primers para todos estes genes estão descritos na tabela 5, onde suas sequências de 

nucleotídeos estão disponíveis. 

 

Tabela 5 - Relação de genes e seus respectivos primers utilizados na normalização do cDNA 

para reação de PCR em tempo real. 

 

Gene Sentido Sequência (5’- 3’) Tm 

GADPH Forward: 

Reverse: 

TTTGAATGGCAAGCTCACTG 

GGTGGAAACCAAATCCTCCT 

58.4°C 

60.4°C 

RPL35.4 Forward: 

Reverse: 

CTGAAGACGGAGAGGGAAAA 

GGCGAAGAGAAACTAACAC 

60.4°C 

58°C 

β-actina  Forward:  

Reverse: 

CTTAGGTTGGATCTTGCTGG 

TTAGAAGCATTTTCGGTGGAC 

60.4°C 

58.7°C 

UbiQ2 Forward:  

Reverse: 

CTTCTTCTGTCCCTCCGATG 

TCCAACCCAAACTGCTGCTC 

62.4°C 

62.4°C 

 

 Todos os primers foram previamente testados para a amplificação de fragmentos 

através de uma reação de PCR contendo amostras de DNA molde do banco de cDNA, como 

descrita nas tabelas 6 e 7, para observar a amplificação de fragmentos. A visualização de 

bandas únicas compatíveis com os tamanhos de fragmentos esperados confirma a presença 

das sequências utilizadas na confecção dos primers nos genes expressos. Cada amostra 
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recebeu um par de primers para um gene específico e foi amplificada em termociclador 

seguindo o protocolo para 50µl de volume final de amostra em cada tubo de reação. 

 

Tabela 6 - Reagentes utilizados na PCR para verificação dos primers. 

 

Reagente Concentração 

Tampão de PCR 1x (5µL/50µL) 

dNTPs 200µM 

MgCl2 1mM 

Primers (F e R) 50pM 

TAQ 1 unidade/50µL 

cDNA molde 200ng/50µL 

 

Os microtubos contendo cada reação foram submetidos à reação de PCR em 

termociclador para amplificação de fragmentos por PCR. As temperaturas de desnaturação, 

alinhamento e síntese e a quantidade de ciclos programados neste caso essão descritos na 

tabela 7. 

 

Tabela 7 - Descrição dos ciclos de variação de temperatura utilizados na reação de PCR para 

verificação 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 no total> 

6. 72°C 5 minutos 
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O produto da reação foi submetido a eletroforese (80V/17cm) em gel de agarose 1% 

corado com SYBR® Green I e, posteriormente, visualizada em fotodocumentador ultravioleta 

para comprovar a eficiência dos primers para amplificação de fragmentos nas amostras de 

cDNA. 

 

3.6 Análises de qRT-PCR 

 A análise de qRT-PCR foi realizada no equipamento Applied Biosystems StepOne™ 

Real-time PCR System. Em cada placa foi amplificado apenas um gene, juntamente com o 

gene de normalização. Para cada amostra foi realizada três repetições, além dos controles 

negativos, também em triplicata. 

 A reação utilizou o kit de reagentes SYBR® Green RT-PCR Master Mix. Onde 

adicionou-se ao reagente em cada poço de análise a água purificada, a combinação de um par 

de primers dos genes estudados neste trabalho, juntamente com a amostra de cDNA molde 

proveniente de um dos diferentes padrões genótipo / tratamento do banco de cDNA. 

 

3.7 Análise estatística 

 Os dados obtidos durante a análise de PCR em tempo real podem ser quantificados 

absolutamente, através da utilização de uma curva de calibração, sendo esta interna ou 

externa, para determinar o número de cópias de uma amostra, ou relativamente, onde é 

utilizado um gene de normalização, de expressão estável, como fator de referência para a 

determinação de variações no nível de expressão do gene estudado. 

Este trabalho teve como objetivo avaliar as variações da expressão do gene codificante 

para a enzima glutamina sintetase e como esta se comporta em diferentes condições de 

disponibilidade de nitrogênio, bem como às variações relativas de expressão entre suas 

isoformas GS1 e GS2. Comparou-se assim o perfil de expressão entre dois genótipos 

contrastantes quanto à capacidade de assimilação de nitrogênio. Logo, foi empregada a 

técnica de quantificação relativa, sendo a mais indicada para estudar esta variação entre os 

genótipos estudados. 

A quantificação relativa pode ser calculada com base em diferentes modelos 

estatísticos. Neste trabalho, os dados obtidos durante a reação foram calculados com base na 

análise de ∆Ct utilizando um gene de referência, a qual se assemelha muito ao método ∆∆Ct,  

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

 

 

4.1 Avaliação do crescimento in vitro 

 Neste trabalho foram escolhidos dois genótipos que melhor se desenvolveram in vitro: 

a cultivar SP81-3250 considerada eficiente para assimilação de nitrogênio apresentou taxas de 

sobrevivência de 87,25%. e a cultivar IACSP94-2094 considerada pouco eficiente para 

assimilação de nitrogênio apresentou taxa de sobrevivência de 92,75%. As etapas de 

crescimento durante o cultivo in vitro podem ser visualizadas na figura 2. 

 

 

Figura 2 – (A, B, C e D)Cultivo in vitro das cultivares de cana-de-açúcar SP81-3250 e 

IACSP94-2094 durante a realização do experimento em câmara de cultivo. Os frascos 

utilizados possuiam 11cm de altura cada um. 

 

 

4.2 Extração e quantificação de RNAm 

O gel FA contendo amostras de RNA realizado para os testes com o kit de extração 

apresentaram resultados satisfatórios para todas as quantidades de amostra e solução de 

homogenização utilizados (100mg, 150mg e 200mg de material vegetal em 1000µl ou 500µL 

de solução de extração). Foi possível observar no gel bandas definidas contendo alta 

A B 

C D 
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intensidade RNA, conforme apresentado na figura 3. Assim, o protocolo de extração 

escolhido para a sequência das análises foi aquele utilizando a menor concentração de amostra 

criopreservada, 100mg de material em 1000µl de solução de extração, apresentando maior 

relação de quantidade total de RNA extraído por quantidade de material vegetal utilizado. 

 

 

 

Figura 3 - Gel FA contendo o produto da extração de RNA, realizado para verificar as 

quantidades de amostra necessárias para a extração. Relação das quantidades de amostra 

utilizadas em cada extração: A) 100mg de amostra em 1000µl de solução de homogenização; 

B) 150mg de amostra em 1000µl de solução de homogenização; C) 200mg de amostra em 

1000µl de solução de homogenização; D) 100mg de amostra em 500µl de solução de 

homogenização. 

 

 Deste modo as extrações de RNA de todas as amostras obtidas durante o cultivo in 

vitro, (contendo amostras das duas cultivares avaliadas nos 5 diferentes tratamentos) podem 

ser observadas na figura 4. Todas as extrações foram bem sucedidas, apresentando um mesmo 

padrão de bandas, onde é possível identificar as bandas de RNA ribossomal 28S e RNA 



 

21 
 

ribossomal 18S (mais acima, e de maior intensidade), seguidas de outras bandas de rRNA 

mitocondrial e cloroplastidial, comuns para amostras de plantas. Desta forma assegurou-se a 

presença do material desejado (RNA total) nas amostras resultantes da extração, ainda que, 

contendo diferentes concentrações deste, observadas pelas diferentes intensidades das bandas 

no gel. Estas concentrações foram mensuradas e equalizadas para síntese de cDNA na 

sequência do trabalho. 

 

 

 

Figura 4 - Gel FA contendo o RNA total obtido das amostras de todos as cultivares e 

tratamentos realizados no trabalho. Relação da aplicação das amostras (cultivar/tratamento) 

utilizados no gel: A) branco; B) controle positivo; C) SP81-3250 em 0,2mM de N; D) SP81-

3250 em 2,5mM de N; E) SP81-3250 em 5mM de N; F) SP81-3250 em 20mM de N; G) 

SP81-3250 em 60mM de N; H) IACSP94-2094 em 0,2mM de N; I) IACSP94-2094 em 

2,5mM de N; J) IACSP94-2094 em 5mM de N; K) IACSP94-2094 em 20mM de N; L) 

IACSP94-2094 em 60mM de N. 

 

A leitura por espectrofotometria das amostras de RNAm em NanoDrop® indica a 

quantidade de RNA e a pureza de cada uma das amostras, representada na tabela 7. Desta 

forma foi possível quantificar o material obtido para os cálculos utilizados na formulação da 

posterior reação de síntese de cDNA. 
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Tabela 8 - Concentração e qualidade das amostras de RNAm extraídas de folhas de cana-de-

açúcar. 

 

Amostra: Cultivar (tratamento) 260/280nm Concentração (ng/µl) 

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 síntese de cDNA são necessários 500ng de RNAm. De acordo com os dados 

observados na tabela 8 para concentração de RNAm obtidos, foi possível atingir esta 

quantidade em todos os tratamentos, uma vez que cada ciclo de extração de RNAm forneceu 

20µl de RNAm em solução, nas concentrações mencionadas na tabela. Para equalizar as 

concentrações de todos os tratamentos e adequá-las ao protocolo de síntese de cDNA diluiu-se 

as amostras para que cada amostra contenha os 500ng de RNAm em 8µl de solução total. 

Os valores para a razão da leitura em 260/280nm também se mostraram adequados em 

todos os casos quanto a pureza da amostra, onde considera-se para amostras de RNA um valor 

ideal da razão de leitura 260/280nm de 2,1, satisfazendo os requisitos para pureza de amostras 

de RNAm na sua utilização para síntese do banco de cDNA.  

 

4.3 Teste de verificação de primers 

 O gel de agarose utilizado para verificação de primers, contendo o produto de 

amplificação resultante da reação de PCR resultaram na Figura 5. Nesta corrida de 

eletroforése, cada coluna representa o produto amplificado por cada um dos pares de primers 

sintetizados, contra amostras de cDNA molde do banco de trabalho, previamente 

estabelecido. 
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Figura 5 - Gel de agarose contendo o produto amplificado da reação de PCR para o teste de 

verificação de primers. Relação dos genes amplificados em cada coluna: A) Controle 

negativo; B) RPL35.3; C) UbiQ2; D) β-actina; E) GADPH; F) Branco; G) Branco; H) Gs1 

(primeiro par de primers); I) Gs1 (segundo par de primers); J) Gs2 (primeiro par de primers); 

K) Gs2 (segundo par de primers).   

 

A visualização de uma única banda em cada reação demonstra que os primers foram 

eficientes e apresentaram alta especificidade para a amplificação dos fragmentos desejados. 

Para a análise de qRT-PCR foram utilizados os pares de primers para Gs1 “primeiro par” (H) 

e os primers Gs2 “segundo par” (K). Os tamanhos próximos a 200pb e 250pb são compatíveis 

com o esperado, com base na sua construção sobre as sequências estudadas, disponíveis nos 

Anexos I e II. O gene de normalização da β-actina, apresentado na coluna “D”, apresenta 

banda num posicionamento diferente, pois o par de primers amplifica para um fragmento de 

aproximadamente 570 pares de bases, como esperado. 

 

 4.4 PCR Quantitativa em Tempo Real 

 Após as reações de PCR em tempo real foram obtidos gráficos para as curvas de 

melting de cada um dos genes analisados, estes gráficos possibilitam analisar a qualidade da 

reação, sendo esperada a amplificação de um único fragmento, ou seja, uma reação de alta 
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especificidade. Para quantificar a expressão relativa dos genes estudados são apresentados os 

valores das médias de Cycle threshold de cada amostra na tabela 9. 

 Para a normalização dos dados, o gene GAPDH apresentou maior uniformidade de 

expressão para as amostras de cDNA contidas no banco, sendo então escolhido entre os 

demais genes de normalização verificados, para prosseguir a etapa de normalização dos dados 

obtidos. 

 

Tabela 9 - Cycle threshold médio dos genes GADPH, Gs1 e Gs2 para os tratamentos de 

nitrogênio em cana-de-açúcar IACSP94-2094 e SP3250. O resultado demonstra a media ± o 

desvio padrão para as três réplicas.  

 

Gene Cultivar/Tratamento (N) Cт SD 

 IACSP94-2094 / 0.2mM 16,94 ±0,43 

 IACSP94-2094 / 5mM 16,98 ±0,91 

GADPH (1) IACSP94-2094 / 60mM 17,07 ±0,17 

 SP81-3250 / 0.2mM 17,61 ±0,31 

 SP81-3250 / 5mM 16,61 ±0,03 

 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 

Gs1 IACSP94-2094 / 60mM 16,80 ±0,08 

 SP81-3250 / 0.2mM 18,57 ±0,21 

 SP81-3250 / 5mM 17,88 ±0,16 

 SP81-3250 / 60mM 16,14 ±0,04 

 Controle negativo 38,08 ±0,1 

 IACSP94-2094 / 0.2mM 16,52 ±0,11 

 IACSP94-2094 / 5mM 16,33 ±0,05 

GADPH (2) IACSP94-2094 / 60mM 16,86 ±0,16 

 SP81-3250 / 0.2mM 17,07 ±0,07 

 SP81-3250 / 5mM 16,13 ±0,02 

 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 ±0,14 

Gs2 IACSP94-2094 / 60mM 17,86 ±0,28 

 SP81-3250 / 0.2mM 18,05 ±0,13 

 SP81-3250 / 5mM 16,60 ±0,20 

 SP81-3250 / 60mM 16,16 ±0,14 

 Controle negativo 38,18 ±0,04 

 

 Ainda como resultado da reação de PCR em tempo real, foram obtidos gráficos para 

curva de melting na forma derivativa. Este gráfico é uma forma de avaliação das 

características de dissociação das moléculas de DNA dupla-fita durante o aquecimento. 

Através desta informção é possível visualizar a especificidade da amplificação de fragmentos 

dentro da reação de PCR em tempo real, ou seja, se houve amplificação inespecífica de 

fragmentos, ocorrendo por pareamento incorreto dos oligos utilizados no experimento 

(inespecificidade de primers por problemas na sua sequência ou condições de reação) ou 

formação de dímeros de primers. A partir destes dados obtidos é possível então otimizar as 

condições da reação, como temperatura durante os ciclos e concentrações de reagentes, 

visando aumentar sua especificidade e garantir a amplificação apenas do fragmento de 

interesse. 

Os gráficos obtidos durante a reação para análise dos genes Gs1 e Gs2 apresentaram 

resultados satisfatórios para a especificidade da reação, sendo apresentados na figura 6 e na 

figura 7. 



 

26 
 

 

Figura 6 - Curva de melting observada durante a reação de amplificação do gene Gs1. 

 

Figura 7 - Curva de melting observada durante a reação de amplificação do gene Gs2. 
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Com base no método ∆Ct, os dados obtidos durante a amplificação de fragmentos dos 

genes Gs1 e Gs2 foram submetidos a normalização contra o gene GAPDH (tabela 10 e figuras 

8 e 9). 

 

Tabela 10 - Quantificação da expressão relativa dos genes Gs1 e Gs2 normalizados pela 

expressão do gene GAPDH.  

 

Gene Cultivar/Tratamento (N) ∆Ct 

 IACSP94-2094 / 0.2mM 0,51 

 IACSP94-2094 / 5mM 1,00 

Gs1 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 - Quantificação da expressão relativa do gene Gs1 normalizado pela expressão do 

gene GAPDH. O eixo y representa os valores de ∆Ct enquanto os tratamentos são 

apresentados no eixo x. 

 

Neste caso, tanto o genótipo considerado rústico, IACSP94-2094 quanto o genótipo 

considerado responsivo, SP81-3250, apresentaram padrões semelhantes de expressão da GS1 

em diferentes concentrações de nitrogênio (Figura 8). Quando submetidos à uma 

concentração baixíssima deste nutriente, de 0,2mM, a expressão deste gene é até maior 

quando comparada à condição considerada não restritiva, de 5mM. Contudo ambas cultivares 

apresentam aumento na expressão de Gs1 quando submetidas ao tratamento em meio de 

cultivo contendo 60mM de nitrogênio, ainda que o genótipo considerado responsivo apresente 

maior expressão relativa. NOGUEIRA, 2005, observou resposta semelhante em cultivares de 

performance contrastantes. A exposição destas cultivares à maior disponibilidade de 

nitrogênio resultou em aumento da expressão de GS1.a e GS1.b no cultivar SP70-1143, 

aumento este relacionado pelo autor à variações na performance dos genótipos estudados no 

crescimento em condições de baixa disponibilidade de nitrogênio. 
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Figura 9 - Quantificação da expressão relativa do gene Gs2 normalizado pela expressão do 

gene GAPDH. O eixo y representa os valores de ∆Ct enquanto os tratamentos são 

apresentados no eixo x. 

 

Diferentemente do que ocorre com a expressão de Gs1, a expressão relativa de Gs2 

evidenciou um ponto de divergência na expressão gênica entre as cultivares (Figura 9). 

Quando submetidos ao tratamento de maior disponibilidade de nitrogênio, o genótipo 

considerado responsivo apresentou um aumento considerável nos valores para expressão 

relativa de GS2, enquanto no genótipo considerado rústico a expressão foi relativamente 

menor comparada ao tratamento intermediário (5mM). 

A partir destes dados foram realizadas análises para quantificar a razão entre a 

expressão das isoformas Gs1 e Gs2 nas diferentes cultivares e nos diferentes tratamentos 

realizados (tabela 11), admitindo-se como referência a cultivar considerada rústica para 

resposta à disponibilidade de nitrogênio. 
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Tabela 11 - Razão da expressão entre Gs1/Gs2 nos diferentes genótipos e tratamentos 

estudados. 

 

Genótipo 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), cultivares mais eficientes apresentam 

maiores concentrações de Gs2 do que Gs1, a razão entre Gs1/Gs2 deve ser menor quando 

comparada à genótipos menos eficientes, onde a concentração de Gs1 for maior relativamente 

a de Gs2. Desta forma, as características inicialmente descritas para as cultivares IACSP94-

2094 e SP81-3250 podem ser correlacionadas à razão da taxa para expressão gênica relativa 

Gs1/Gs2. Foi possível observar que aumentando a disponibilidade de nitrogênio, a cultivar 

SP81-3250 apresenta uma taxa de expressão entre Gs1/Gs2 mais baixa, aproximadamente 

metade da encontrada na cultivar IACSP94-2094, indicando assim uma maior expressão de 

Gs2 sobre Gs1, quando comparada à cultivar rústica. 

Quando referenciamos os valores encontrados para expressão relativa à cultivar rústica 

considerando o tratamento 5mM como tratamento controle, podemos observar um perfil de 

expressão onde o gene Gs1 tem sua expressão aumentada, seja em condições de menor, ou em 

condições de maior disponibilidade de nitrogênio. 
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Figura 10 - Expressão relativa de Gs1 referenciada ao tratamento 5mM de nitrogênio no 

genótipo rústico, o eixo y representa quantas vezes mais um gene é expresso em comparação 

à referência enquanto o eixo x apresenta os tratamentos. 

 

Quando realizamos a mesma análise para Gs2 evidencia-se as diferenças entre as 

cultivares estudadas para a expressão gênica. Enquanto a cultivar IACSP94-2094 tem seu pico 

de expressão de Gs2 no tratamento contendo 5mM, a cultivar SP81-3250 apresenta expressão 

relativa crescente, sendo seu ápice no tratamento de maior concentração de nitrogênio, no 

caso, 60mM. 
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Figura 11 - Expressão relativa de Gs2 referenciada ao tratamento 5mM de nitrogênio no 

genótipo rústico, o eixo y representa quantas vezes mais um gene é expresso em comparação 

à referência enquanto o eixo x apresenta os tratamentos. 

 

Estas diferenças entre o perfil de expressão de Gs1 e Gs2 indicam que entre as 

cultivares IACSP94-2094 e SP81-3250, as alterações mais significativas para quantidade de 

expressão de RNAs mensageiros ocorrem para a isoforma de glutamina sintetase Gs2, sua 

forma cloroplastidial. Consequentemente, esta maior expressão relativa em Gs2 leva a crer, 

com base nas referências bibliográficas citadas ao longo do trabalho, que a cultivar SP81-

3250 pode possuir um aproveitamento melhor na recuperação de NH3 proveniente da 

fotorrespiração quando comparado com a cultivar IACSP94-2094. Assim, este seria um 

possível fator que determina as diferentes respostas entre as cultivares estudadas em relação à 

disponibilidade ambiental de nitrogênio. 

 



 

33 
 

 

5. CONCLUSÕES 

  
 

-Foi possível observar diferenças nos perfis de expressão das isoformas de glutamina 

sintetase estudados (Gs1 e Gs2). 

-A cultivar responsiva estudada (SP81-3250) diverge na quantidade relativa de 

expressão para Gs2 quando comparada a cultivar rústica (IAC94-2094), principalmente sob 

alta disponibilidade de nitrogênio. 

-A cultivar responsiva estudada (SP81-3250) diverge em menor proporção na 

quantidade relativa de expressão para Gs1 quando comparada a cultivar rústica (IAC94-

2094), porém apresentando mesmo perfil de expressão quando exposta à diferentes 

disponibilidades de N. 

-A variação para razão da expressão entre Gs1/Gs2 observada em cana-de-açúcar é a 

mesma verificada na literatura para outras espécies, onde foi observado que quanto menor o 

valor para a razão da atividade enzimática de GS1/GS2, mais responsiva a característica da 

cultivar para assimilação de nitrogênio. 
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ANEXOS 

 

 

Anexo 1 - Sequências expressas dos genes GS1 analisados e referências contidas no banco de 

dados. 

 
GS1 

LOCUS       AY835457                2038 bp    mRNA    linear   PLN 28-SEP-2005 

DEFINITION  Saccharum officinarum glutamine synthetase (GSI) mRNA, partial cds. 

ACCESSION   AY835457 

VERSION     AY835457.1  GI:56681320 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Saccharum officinarum 

  ORGANISM  Saccharum officinarum 

            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 

            Spermatophyta; Magnoliophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; PACMAD 

            clade; Panicoideae; Andropogoneae; Saccharum; Saccharum officinarum 

            complex. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 2038) 

  AUTHORS   Nogueira,E.M., Olivares,F.L., Japiassu,J.C., Vilar,C., Vinagre,F., 

            Baldani,J.I. and Hemerly,A.S. 

  TITLE     Characterization of glutamine synthetase genes in sugarcane 

            genotypes with different rates of biological 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) Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio 

            de Janeiro, RJ 22460-030, Brazil 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..2038 

                     /organism="Saccharum officinarum" 

                     /mol_type="mRNA" 
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                     /db_xref="taxon:4547" 

     gene            <1..2038 

                     /gene="GSI" 

                     /note="scGSI" 

     CDS             <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="GI:56681321" 

                     

/translation="PGSTHAGRSIAKCQIVLLHASYPFSKEASYLASVYSQVYLDFGL                 

AIPKLSVHGMTSSLKELLELAPIKKVMFSTDGYAFPETYYLGAKRARDVVY RVLSAA

CEDGDLSIQEAIEAVEDIFRRNALHLYKLNVVNGSINHETTIVADSVSLSSVEEDVLFV               

RIIWSDASGQYRCRVVPAGRFYEITRNKGVGLTFAAMGMTSFCDGPADGSNLTGVGE

IRLVPDMPTLVRIPWSRREEMVMADMQIRPGECWEYCPRNAMRKVTKVLLDEFNVT

MKAGFENEFFLRRKLVSDGVEQWVPYDNTNYCSTSAFDGASSILQEVYSSLKASGIV

VEQLHAEAGKGQFEIALKYILCTLAADNLIYARETIQSIARKHGLLATFLP KPDLNDFG

SGSHVHLSLWENDQNAFMGSSKDNFHGMSKTGAQFLAGVYHHLPSILAFTAPHPNS

YDRIQPDTWSGAYQCWGKENREAPLRTACPPGVPLDLVSNFEIKSFDGCANPHLGLA

AIVAAGIDGLRRDLKLPEPIESNPSDHASKLKRLPQNLQESVEALSADKVLHELIGDKL

VTAAIAIRKAEIDHFSKNPGAFNDLIFRY" 

 

ORIGIN       

        1 tcccgggtcg acccacgccg gacgaagtat tgctaagtgc caaattgttc ttttgcatgc 

       61 ttcttatcca ttttctaagg aagcatccta tcttgcatct gtttactccc aggtctacct 

      121 tgattttggc ttggcgattc caaaacttag tgttcatgga atgacatcgt ccctcaaaga 

      181 gcttctggag ctagctccca taaaaaaggt catgttcagt acagatggat atgcttttcc 

      241 agagacatat tatctaggtg caaaaagggc acgggatgtt gtttatcgtg tcctatctgc 

      301 tgcatgtgaa gatggagacc ttagcattca ggaagccatc gaagctgttg aggacatctt 

      361 tagaagaaat gcattgcatt tgtacaagtt aaatgttgtc aacggatcaa taaatcatga 

      421 aacaaccata gttgctgaca gtgtgtcatt gtcttctgtt gaagaagatg tgctctttgt 
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      481 tcgaataatc tggagcgatg cttctggtca atatagatgc cgcgttgtgc cagctggacg 

      541 attttatgag attacaagga ataagggcgt tggtctgact tttgcagcaa tgggaatgac 

      601 ttcattttgt gatggcccag cagatgggtc taaccttact ggtgtaggcg agatcagact 

      661 tgtaccagat atgccaacac ttgttaggat cccatggtca aggcgcgaag aaatggtgat 

      721 ggctgacatg caaataaggc ctggagaatg ttgggaatac tgtcctagaa atgccatgag 

      781 gaaagtcaca aaagttctgc tagatgagtt caatgtgaca atgaaggcag gttttgagaa 

      841 tgaatttttt cttcgcagaa aattagtaag tgatggagtc gagcagtggg ttccatatga 

      901 taataccaat tactgctcaa cttcagcatt tgatggcgca tcatccatat tacaagaagt 

      961 atattcttcc ctcaaagctt caggcattgt tgttgagcag ttgcatgctg aagctggaaa 

     1021 agggcagttt gagatagcct tgaagtatat cttgtgcact cttgcggctg acaacctcat 

     1081 atatgcccgt gagactattc aatcgattgc tcgaaagcat ggcctgctag caacatttct 

     1141 tccaaagcct gatttgaacg attttggatc tggttctcac gtgcatctga gcttgtggga 

     1201 gaatgatcag aatgctttta tggggtcaag taaagataat tttcatggaa tgtcaaaaac 

     1261 tggagcacag ttccttgctg gagtgtatca tcatcttcca tccatattgg catttaccgc 

     1321 tcctcaccca aacagctatg accggattca gccagatact tggagtggag cttatcaatg 

     1381 ctgggggaaa gagaacaggg aggctccatt aagaaccgca tgcccacctg gtgtgcctct 

     1441 tgatttagtc agcaacttcg agatcaaatc cttcgatggc tgcgcaaatc cgcacttggg 

     1501 tcttgctgct atcgttgctg ccggcatcga tgggctaaga agagacctta agttgcctga 

     1561 accaattgaa tcaaaccctt ctgatcacgc ttccaaactg aagaggctac cgcagaacct 

     1621 gcaggaatct gtagaagcac tttctgcaga taaggttttg catgaattaa ttggtgataa 

     1681 acttgtcaca gctgcgatag ctatacggaa ggctgagatc gatcatttct cgaagaatcc 

     1741 gggtgcattc aacgatctca tcttccgtta ctagggccaa agaacagaat gagagaggct 

     1801 acgttttctt gggcgtggca aggggtttca ctgtatgacc aaccgagaga ctatgtggaa 

     1861 gaataaattc tgttccaacg gttaacttcg gattctcata tcctgtgact gaacttgata 

     1921 cccagtgttt ctcttatcaa atgtataaag gttctttaaa atgtgaaatg ataggcacat 

     1981 gtaaactctc gttattttct tcctctggcg gttagtaacc gctacagagc cttcaacc 

// 

 

Anexo 2 - Sequências expressas dos genes GS2 analisados e referências contidas no banco de 
dados. 

 
GS2 

LOCUS       AY835456                 756 bp    mRNA    linear   PLN 28-SEP-2005 

DEFINITION  Saccharum officinarum chloroplast glutamine synthetase (GS2) mRNA, 
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            partial cds; nuclear gene for chloroplast product. 

ACCESSION   AY835456 

VERSION     AY835456.1  GI:56681318 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Saccharum officinarum 

  ORGANISM  Saccharum officinarum 

            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 

            Spermatophyta; Magnoliophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; PACMAD 

            clade; Panicoideae; Andropogoneae; Saccharum; Saccharum officinarum 

            complex. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 756) 

  AUTHORS   Nogueira,E.M., Olivares,F.L., Japiassu,J.C., Vilar,C., Vinagre,F., 

            Baldani,J.I. and Hemerly,A.S. 

  TITLE     Characterization of glutamine synthetase genes in sugarcane 

            genotypes with different rates of biological 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) Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio 

            de Janeiro, RJ 22460-030, Brazil 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..756 

                     /organism="Saccharum officinarum" 

                     /mol_type="mRNA" 

                     /db_xref="taxon:4547" 

     gene            <1..756 

                     /gene="GS2" 

                     /note="scGS2" 

     CDS             <1..498 

                     /gene="GS2" 

                     /EC_number="6.3.1.2" 

                     /codon_start=1 

                     /product="chloroplast glutamine synthetase" 
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                     /protein_id="AAW21276.1" 

                     /db_xref="GI:56681319" 

                     

/translation="IEAGDHIWISRYILERITEQAGVVLTLDPKPIQGDWNGAGCHTNYSTKT

MREDGGFEEIKRAILNLSLRHDLHISAYGEGNERRLTGKHETASIDTFSWGVANRGCS

VRVGRDTEAKGKGYLEDRRPASNMDPYIVTGLLAETTILWQPTLEAEVLAAKKLAL

KV" 

 

ORIGIN       

        1 attgaagcag gagatcacat atggatttcg agatacattc tcgagagaat cacagagcaa 

       61 gctggggttg tccttactct tgatccaaaa ccaattcagg gtgactggaa cggagctggc 

      121 tgccacacaa attacagcac aaagacgatg cgtgaagatg gaggatttga agagatcaag 

      181 agagcaatcc tgaacctttc tctgcgccat gatttgcata ttagtgcata cggagaagga 

      241 aatgaaagaa gattgacagg gaaacatgag actgctagca tcgacacctt ctcatggggc 

      301 gtggcaaacc gtggctgctc tgttcgtgtg gggcgagata ccgaggcaaa agggaaaggt 

      361 tacctggaag accgtcggcc ggcatcaaac atggacccat acattgtgac agggctactg 

      421 gctgagacca caattctctg gcagccaacc cttgaagcgg aggttcttgc cgccaagaag 

      481 ctggcactga aggtatgaag cagttgaagg atggtttaga tacgaataat caggcccaac 

      541 aaaattgatt ctgttgttca ctggtctggg tcccgcgact ctgcttggcg ccactctata 

      601 taaagttacg gtttctgaac ccatattgtc tttgattcat cgattacggt tgttacattt 

      661 tgcttgagca ccatcacacc atgtttggac ttgacatgta ctttttgact ccatttgggg 

      721 ctgaacgatg aacagtgaaa aacagtcttc gagtct 

// 

 

 
 


