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RESUMO 

 

O nitrogênio (N) é um dos principais determinantes da produtividade da cultura 

do trigo, um dos maiores desafios enfrentados pela agricultura. E o uso de bactérias 

promotoras de crescimento vegetal (BPCV)é uma forma de melhorar os índices de 

nitrogênio nas plantas. A aplicação de análises proteômicas em trigo tem sido realizada 

amplamente para avaliar as condições fisiológicas da planta e foi estudado por nosso 

grupo de pesquisa, os efeitos da ausência de N e/ou co-cultivo com a BPCV, 

Herbaspirillum seropedicae no meio de cultivo. Nesses estudos proteínas específicas 

do sistema antioxidante e dos fotossistema foram observadas, indicando respostas 

específicas quanto às variedades estudadas e a presença da bactéria. Entretanto análises 

da expressão gênica através dos níveis de RNA mensageiro (mRNA), são ferramentas 

que podem corroborar nos estudos sobre a função dos sistemas biológicos. O objetivo 

desse trabalho foi realizar a quantificação da expressão do RNAm de proteínas 

identificadas como presentes por análise proteômica nas folhas de 2 variedades de trigo 

quando co-cultivadas na presença de, H. seropedicae. A expressão dos genes psbA, psaA, 

GSA e PPL1 nos diferentes ensaios foi avaliada por RT-qPCR, juntamente com o gene 

referência ACT1. Após a extração do RNA total das folhas de trigo, foi obtido o cDNA e 

a amplificação foi realizada por PCR em tempo real. A integridade dos produtos de PCR 

foi checada por eletroforese em gel de agarose. A expressão gênica relativa foi calculada 

pela fórmula 2-∆∆Ct, em que o gene alvo é normalizado com a expressão do gene referência 

(Actina), e na sequência comparado ao grupo controle. Os resultados para o gene GSA 

corroboraram com dados proteômicos, enquanto que a expressão para os genes psaB, 

psaA e ppl1 foram opostos ao estudo realizado. A partir dos expressos avaliados é possível 

indicar que ausência de nitrogênio (condições SN e SNI) para a cv. CD 104 são situações 

de estresse que levam a menor atividade de expressão dos genes relacionados a 

fotossíntese. Ao contrário da cv. CD 120, que aparentemente está mais ativa em nos 

fotossistemas e na sua recuperação. 

 

Palavras-chave: psbA, psaA, GSA, PPL1.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   

 

   

 

 

ABSTRACT 

 

Nitrogen (N) is a major determinant of wheat crop productivity, one of the biggest 

challenges facing agriculture. And the use of plant growth promoting bacteria (GPCB) is 

one way to improve nitrogen rates in plants. The application of proteomic analysis in 

wheat has been widely performed to evaluate the physiological conditions of the plant 

and it was studied by our research group, the effects of the absence of N and/or co-

cultivation with the BPCV, Herbaspirillum seropedicae in the culture medium. In these 

studies, specific proteins of the antioxidant system and photosystems were observed, 

indicating specific responses as to the varieties studied and the presence of the bacteria. 

However, analysis of gene expression through the levels of messenger RNA (mRNA) are 

tools that can corroborate studies on the function of biological systems. The objective of 

this work was to quantify the mRNA expression of proteins identified as present by 

proteomic analysis in the leaves of two wheat varieties when co-cultivated in the presence 

of H. seropedicae. The expression of psbA, psaA, GSA and PPL1 genes in the different 

assays was evaluated by RT-qPCR, together with the reference gene ACT1. After 

extraction of total RNA from wheat leaves, cDNA was obtained and amplification was 

performed by real-time PCR. The integrity of the PCR products was checked by agarose 

gel electrophoresis. Relative gene expression was calculated by the formula 2-∆∆Ct, in 

which the target gene is normalized with the expression of the reference gene (Actin), and 

in the sequence compared to the control group. The results for the GSA gene corroborated 

with proteomic data, while the expression for the psaB, psaA and ppl1 genes were 

opposite to the study performed. From the expressions evaluated it is possible to indicate 

that absence of nitrogen (SN and SNI conditions) for cv. CD 104 are stress situations that 

lead to lower expression activity of photosynthesis-related genes. In contrast to the cv. 

CD 120, that apparently is more active in the photosystems and their recovery. 

 

Keywords: psbA, psaA, GSA, PPL1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

   

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

FIGURA 1 - DIAGRAMA DE VENN........................................................................... 16 

FIGURA 2 - EXPRESSÃO GÊNICA DO GENE PSBA ............................................... 23 

FIGURA 3 - EXPRESSÃO GÊNICA DO GENE PSAA ............................................... 24 

FIGURA 4 - EXPRESSÃO GÊNICA DO GENE GSA ................................................. 27 

FIGURA 5 - EXPRESSÃO GÊNICA DO GENE PPL1 ............................................... 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

   

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

TABELA 1 - SEQUÊNCIAS DE PRIMERS UTILIZADOS NA ANÁLISE DE PCR E 

qRT-PCR. ....................................................................................................................... 20 

TABELA 2 - PROTEÍNAS SELECIONADAS PARA ANÁLISE ............................... 21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

   

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 

C  - Carbono  

ºC  - Grau(s) Celsius 

cDNA  - DNA Complementar 

CN - Experimento Controle com Nitrogênio 

CV  - Coeficiente de Variação 

cv.(s)  - Cultivar (es) 

DNA  - Desoxirribonucleico 

dNTP - Desoxirribonucleotídeos fosfatados 

FBN - Fixação Biológica de Nitrogênio 

N - Nitrogênio 

pb  - Pares de base 

PCR  - Reação em Cadeia da Polimerase 

PGPB  - Plant Growth Promoting Bacteria (Bactérias promotoras de crescimento de 

plantas) 

PSII - Fotossistema II 

PSI - Fotossistema I 

RNA  - Ácido Ribonucleico 

rpm  - Rotação por minuto 

RT-qPCR- PCR Quantitativo em Tempo Real 

SN - Experimento Controle sem Nitrogênio 

SNI - Sem Nitrogênio Inoculado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

   

 

 



   

 

   

 

LISTA DE SIGLAS 

 

LABIOGEN - Laboratório de Bioquímica e Genética 

UFPR  - Universidade Federal do Paraná 

 

  



   

 

   

 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO .......................................................................................................... 10 

2 OBJETIVO.................................................................................................................. 12 

2.1 OBJETIVO GERAL .................................................................................................. 12 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS .................................................................................... 12 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA .................................................................................. 13 

3.1 CULTURA DO TRIGO (TRITICUM AESTIVUM) .................................................. 13 

3.2 HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE ....................................................................... 13 

3.3 CLOROPLASTOS: EXPRESSÃO GÊNICA ........................................................... 14 

3.4 ESTUDOS DE ANÁLISE PROTEÔMICA E USO DE Q-RT-PCR ........................ 15 

3.5 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RNA ........................................................ 16 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ...................................................................................... 18 

4.1 OBTENÇÃO DE FOLHAS DE TRIGO DAS CV. CD104 E CD120 NAS 

CONDIÇÕES DO ESTUDO. .......................................................................................... 18 

4.1.1 Cultivo das plantas.................................................................................................. 18 

4.1.2 Condições de crescimento bacteriano e preparo do inóculo................................... 19 

4.1.3 Coleta de amostras .................................................................................................. 19 

4.1.4 Extração do RNA e obtenção do cDNA ................................................................. 19 

4.1.5 Aanálise quantitativa-real time(qRT-PCR) ............................................................ 19 

4.1.6 Eletroforese dos produtos de amplificação ............................................................. 20 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES.............................................................................. 21 

5.1 Q-RT-PCR DE RNA DE PROTEÍNAS DO CLOROPLASTO DE TRIGO ............ 22 

5.1.1 Expressão do gene psba nas cv.s de trigo CD104 e CD120 ................................... 22 

5.1.2 Expressão do gene psaA nas cv.s de trigo CD104 e CD120 .................................. 24 

5.1.3 Expressão do gene gsa nas cv.s de trigo CD104 e CD120 ..................................... 26 

5.1.4 Expressão do gene ppl1 nas cv.s de trigo CD104 e CD120 ................................... 27 

6 CONCLUSÃO ............................................................................................................. 30 

7 REFERÊNCIAS.......................................................................................................... 31 



10 

   

 

1 INTRODUÇÃO  

 

 O trigo (Triticum aestivum L.) possui um importante papel no cenário agrícola mundial, 

sendo um dos cereais mais cultivados. O Brasil produziu aproximadamente 7,7 milhões de 

toneladas de trigo na safra 2021. O trigo destaca-se no sul do Brasil, principalmente no Paraná 

e no Rio Grande do Sul, sendo a principal cultura de inverno. No cenário nacional, a área 

cultivada foi de 2,74 milhões de hectares destinados ao plantio do cereal na safra 2021, sendo 

a região sul responsável por mais de 90% da área plantada (CONAB, 2022). 

 O nitrogênio (N) é o principal limitante da produção de poáceas de alto rendimento de 

grãos, como o milho e o trigo; portanto, a prática de adubação nitrogenada se faz comum e 

responsável pelo elevado custo da produção agrícola (MELLO, 2012). No entanto, esses 

sistemas de produção são conhecidos por impactar negativamente o meio ambiente e, como tal, 

muitos autores estão atualmente propondo uma "nova revolução verde" visando melhorar a 

produção de alimentos por meio de uma melhor compreensão das interações solo-planta e 

manejo de microrganismos benéficos do solo (GEWIN, 2010).  

 Uma alternativa sustentável para o mercado agrícola, visando à redução do uso de 

fertilizantes, consequente redução de custo de produção, é a utilização das bactérias promotoras 

de crescimento vegetal (BPCV) que vem ganhando espaço no campo e aceitação pelos 

agricultores. Prova disso é a venda de mais de 80 milhões de doses de inoculantes anualmente 

no mercado brasileiro (SOARES, 2018). Entre os benefícios confirmados das BPCV, quando 

associadas as plantas, estão: facilitação da aquisição de nutrientes como nitrogênio, fósforo, 

ferro, modulação e equilíbrio de hormônios vegetais produzidos pela planta, além de auxílio na 

redução de estresses bióticos e abióticos (BHARDWAJ et al., 2014).  

 Dentre as BPCV pode-se destacar as espécies Gluconacetobacter diazotrophicus, 

Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae, as quais são bactérias fixadoras de 

nitrogênio que, quando associadas com as plantas podem promover benefícios como aumento 

significativo na altura e biomassa da planta, comprimento das raízes, matéria seca, produção e 

rendimento de grãos, bem como aumento da tolerância a estresses bióticos e abióticos (DI 

BENEDETTO et al., 2017; ÇAKMAKCI et al., 2017; NEHRA; CHOUDHARY 2015). 

Entretanto as respostas de associação para promoção do crescimento são distintas entre as 

variedades ou espécies vegetais de não leguminosas (AFZAL et al., 2019; IBORT et al., 2018; 

MIRSKAVA et al., 2022). 
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 Em trigo (Triticum aestivum L.) de cultivares de origem da COODETEC, cv. CD 104 e 

cv. CD 120, apresentaram respostas distintas quanto a inoculação in vitro e a vaso com a 

bactéria H.seropedicae (NEIVERTH et al., 2014).  

A RT-PCR quantitativa (qRT-PCR) é atualmente uma das técnicas mais poderosas e 

sensíveis para analisar a expressão gênica e, entre suas diversas aplicações, é frequentemente 

usada para validar dados de saída produzidos por micro e macro-arrays de genomas completos 

e como uma fonte primária para detectar padrões de expressão de genes específicos 

(CALDANA et al., 2007; CZECHOWSKI et al., 2004; GACHON et al., 2004). A quantificação 

confiável por análise qRT-PCR dos níveis de expressão gênica requer a padronização e o ajuste 

fino de vários parâmetros, como: quantidade de amostra inicial, recuperação e integridade do 

RNA, eficiências enzimáticas da síntese de cDNA e amplificação por PCR, além da atividade 

transcricional geral dos tecidos ou células analisadas (GINZINGER, 2002).  Obviamente, o 

sucesso deste procedimento depende da seleção de genes de controle apropriados, que seriam 

idealmente aqueles que apresentam expressão estável em várias condições experimentais e em 

diferentes tipos de tecidos. 

No último trabalho de NEIVERTH-CHAGAS (2020), onde foi realizada análise 

proteômica nas folhas de 2 variedades de trigo co-cultivadas in vitro na presença de 

Herbaspirillum seropedicae, foram encontradas diversas proteínas, em especial de cloroplasto 

de trigo. Este trabalho, portanto, propõe avaliar a quantificação da expressão do RNAm de 

algumas das proteínas presentes e ausentes em tratamentos com e sem a presença da bactéria 

e/ou de nitrogênio no meio de co-cultivo vegetal. 
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2 OBJETIVO 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Quantificação da expressão do RNAm de proteínas identificadas como presentes por análise 

proteômica nas folhas de 2 variedades de trigo quando co-cultivadas na presença de um BPCV, 

Herbaspirillum seropedicae. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Para proceder extração de RNA, obter folhas de trigo das cv. CD 104 e CD 120 

cultivadas in vitro em meio MS sem sacarose, sem fonte de nitrogênio e inoculada com 

a bactéria H. seropedicae SmR1, e para controle obter folhas de trigo das cultivares (cv.) 

CD 104 e CD 120 cultivadas in vitro em meio MS sem sacarose com e sem fonte de 

nitrogênio; 

• Padronizar o método RT-PCR em tempo real, e realizar a amplificação e quantificação 

do RNA; 

• Analisar as amostras por meio da ferramenta de diagnóstico molecular RT-PCR em 

tempo real; 

• Comparar os resultados de expressão de RNAm com os dados proteômicos obtidos. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 CULTURA DO TRIGO (TRITICUM AESTIVUM) 

 

O Triticum aestivum L. é uma espécie que pertence à família Poaceae, é uma planta 

autógama, ou seja, se autofecunda, possuindo de 5 a 6 folhas, porém pode variar de 3 a 8. 

Apresenta inflorescência do tipo espiga constituída por espiguetas, seu grão é chamado 

cariopse; seu ciclo completo pode variar de 100 a 170 dias de acordo com a cultivar e condições 

edafoclimáticas (BORÉM et al., 2015).  

No Brasil, o cultivo de trigo é direcionado para a espécie T. aestivum, sobretudo por 

imposições edafoclimáticas (solo, clima, temperatura e foto exposição), sendo classificado 

como uma cultura de inverno. Apesar de ser uma cultura de baixa necessidade hídrica, a 

estiagem e a baixa precipitação diminuem o rendimento, bem como geadas na fase reprodutiva 

e altas temperaturas (CONAB, 2022). No entanto, os esforços dos programas de melhoramento 

genético e o aperfeiçoamento dos sistemas de produção proporcionaram aumento na 

produtividade do trigo (BORÉM et al., 2015). Segundo a Companhia Nacional de 

Abastecimento (CONAB), o trigo é o quarto maior grão em produção no país, atrás da soja 

(legumes; 125,47 Mt) milho (112,34 Mt) e arroz (10,56 Mt). A produção de trigo está estimada 

em cerca de 7,98 Mt para 2022, e ao contrário do que acontece com outros cereais, a produção 

brasileira não atende a demanda. O consumo atual, da ordem de 12,7 Mt, impõe a necessidade 

de importação de 6,5 Mt de trigo em 2022 (CONAB, 2022). 

 

3.2 HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE 

 

H. seropedicae é uma bactéria Gram-negativa, endofítica, com formato podendo variar 

entre helicoidal e vibróide, possui de um a três flagelos, apresenta diâmetro da célula de 0,6 a 

0,7 µm e o comprimento da célula varia de 1,5 a 5 µm. A cepa SmR1 é a mais estudada da 

espécie, mutante espontânea resistente ao antibiótico estreptomicina da linhagem Z78 (ATCC 

35893) e teve seu genoma completo sequenciado e publicado sob número de acesso no 

GenBank NC_014323.1 (PEDROSA et al., 2011; MONTEIRO et al., 2012). 

Segundo um estudo realizado por CHI et al. (2005) as bactérias endofíticas são 

recrutadas principalmente pelas raízes e posteriormente alcançam o restante da planta. A 

associação das plantas com H. seropedicae pela raiz tem início com a quimiotaxia, que atrai a 

bactéria para a rizosfera. Após esse processo, “H. seropedicae entra em contato com o tecido 

radicular da planta, onde as bactérias irão aderir à superfície das raízes preferencialmente nos 
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pontos de emergência em raízes laterais. A penetração ocorre pelas fissuras radiculares laterais 

e pelas zonas de alongamento, atingindo os vasos do xilema e os espaços intercelulares, 

ocasionando uma colonização endofítica na planta que pode ser encontrada nas folhas, brotos 

e cavidades subestomáticas” (MONTEIRO et al., 2012).  

Após a associação planta- bactéria estabelecida (ou não), H. seropedicae pode 

promover o crescimento vegetal por meio de diferentes mecanismos como fixação de 

nitrogênio, produção de sideróforos, liberação de fitormônios, indução de resistência das 

plantas às condições de estresse biótico e abiótico (PEDROSA et al., 2011; MONTEIRO et al., 

2012). 

 

3.3 CLOROPLASTOS: EXPRESSÃO GÊNICA 

 

 Os cloroplastos são os plastídios mais abundantes nas células foliares da maioria das 

angiospermas, cujo número pode chegar a centenas por célula, dependendo da espécie. Possuem 

várias cópias de seu genoma por célula, o que auxilia na produção e manutenção do aparato 

fotossintético durante o desenvolvimento da planta. Os cloroplastos possuem um genoma 

circular de fita dupla organizado na forma de um nucleóide, ancorado nas tilacóides e na 

membrana interna. Nucleóides consistem em grupos de aproximadamente 10 cópias de DNA 

plastidial. Eles são organelas semiautônomas, codificando e sintetizando algumas de suas 

próprias proteínas. Dentre as proteínas codificadas pelos cloroplastos, uma das mais abundantes 

é a subunidade maior da Rubisco, 55 kDa. A rubisco responde por 50% do teor total de proteína 

solúvel nas folhas e é considerada uma das proteínas mais abundantes do planeta. Seu padrão 

de degradação e substituição contínua explica o alto número de ribossomos presentes nos 

cloroplastos (SPREITZER et al, 2002). 

 Os cloroplastos são responsáveis pela fotossíntese e produção de hormônios e 

metabólitos (CHEN, et al., 2005; POGSON et al., 2011), que se desenvolvem a partir de 

plastídios presentes em células verdes de meristemas vegetais. A biossíntese dos cloroplastos 

inclui a interação de genes codificados por plastídios e núcleos (LEISTER, 2003). O processo 

de biogênese do cloroplasto acompanha a biossíntese de clorofilas, proteínas do cloroplasto, 

carotenoides e lipídios, e a montagem de complexos de proteínas fotossintéticas, incluindo o 

complexo de coletor de luz (Light Harvesting Complex-LHC), fotossistema I (PSI), 

fotossistema II (PSII), citocromo f /b 6 (cyt f/b 6) e adenosina trifosfato (ATP) sintase (CHEN, 

et al., 2005). Muitos fatores têm efeitos diretos na biossíntese do cloroplasto, como luz, água, 

sal, idade da folha entre outros (WESTON et al., 2000). 
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O fotossistema II (PSII) é um complexo enzimático de várias subunidades que age como 

uma água plasmoquinona-oxidoresductase movida a luz incorporada na membrana tilacoide de 

cianobactérias e cloroplastos (SHEN, 2015). O núcleo PSII inclui as subunidades de membrana 

central D1, D2, CP43, CP47 e muitas subunidades de baixo peso molecular. D1 e D2 formam 

o centro de reação fotoquímica onde ocorre a separação de cargas e a transferência de elétrons 

através da membrana (PAGLIANO et al., 2013).  O núcleo PSII é composto por proteínas PsbO, 

PsbU e PsbV em cianobactérias e proteínas PsbO, PsbP e PsbQ em plantas verdes. Em plantas 

verdes, PsbO e PsbP são essenciais para o crescimento foto-autotrófico (IFUKU et al., 2005; 

YI et al., 2005). Acredita-se que PsbP e PsbQ sejam derivados de suas respectivas contrapartes 

cianobacterianas, CyanoP e CyanoQ (THORNTON et al., 2004), mas sua localização e papel 

aparentemente diferem daqueles de seus parentes cianobactérias (AOI et al., 2014; JUNEAU et 

al., 2016; KNOPPOVÀ et al., 2016). 

A proteína 1 semelhante a PsbP (PPL1) é um dos homólogos de PsbP mais 

intimamente relacionados a CyanoP em análises filogenéticas. A análise de co-expressão de 

mRNA sugeriu que PPL1 é expresso junto com os genes relacionados a respostas relacionadas 

ao estresse. Na verdade, a atividade PSII do mutante ppl1 é mais sensível à alta luz e em 

particular, a recuperação da atividade PSII foto-inibida é retardada na ausência de PPL1 

(ISHIHARA et al., 2007). 

 

3.4 ESTUDOS DE ANÁLISE PROTEÔMICA E USO DE Q-RT-PCR 

 

Técnicas proteômicas têm sido uma importante ferramenta para estudar os mecanismos 

de respostas das plantas e suas interações (CHENG; MCCONKEY; GLICK, 2010). Além de 

estabelecer uma ligação entre a expressão gênica e a abundância de proteínas, os estudos 

proteômicos estão ajudando a identificar proteínas-chave envolvidas em vias de interesse, como 

defesa vegetal e resistência a patógenos (ĀRYA et al. al., 2019). E pode ser primordial 

compreender processos fisiológicos que não podem ser esclarecidos no nível genômico 

(BERRTINI et al., 2019). 

A análise da expressão gênica através dos níveis de RNA mensageiro (mRNA) ou dos 

níveis proteicos, são ferramentas significativas para entender a função dos sistemas 

biológicos. No entanto, o nível de mRNA não corresponde necessariamente à abundância de 

proteína devido à meia-vida do mRNA, às modificações pós-transcricionais que ocorrem no 

transcrito primário e à ativação ou não ativação da tradução do mRNA para a proteína. Essas 

modificações não são detectadas a nível de mRNA, mas desempenham papéis importantes na 
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estabilidade, localização, interações e mecanismo de ação da proteína (BERTUCCI et al., 

2006). 

A aplicação de análises proteômicas em trigo tem sido realizada amplamente para 

avaliar as alterações no proteoma da planta que vão desde o estudo da fertilização com 

nitrogênio (LANDOLFI et al., 2021; LIU et al., 2021) ou do estresse hídrico (MEHRI et al., 

2020), até a busca por contaminação de trigo em outros grãos e detecção de glúten em 

alimentos (COLGRAVE et al., 2015; FIEDLER et al., 2014), contudo não há muitos 

experimentos utilizando a proteômica como ferramenta para investigar as alterações 

fisiológicas do trigo na interação com a bactéria promotora de crescimento vegetal.  

Estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa utilizou H. seropedicae em co-cultivo 

em meio ausente de fonte de N, (NEIVERTH-CHAGAS et al., 2020) avaliou a expressão de 

proteínas foliares de cultivares de trigo brasileiras. Estes estudos identificaram respostas 

proteicas específicas em estágios iniciais de desenvolvimento foram acompanhados por estudos 

de emissão de fluorescência, que é relativo ao PSII. Foi observada um incremento de tolerância 

ao estresse da cv. CD 120 quando inoculada com H. seropedicae.  

 
FIGURA 1 - DIAGRAMA DE VENN 

 

Em destaque nos círculos branco o número de proteínas identificadas no estudo de proteoma de folhas de trigo 

(Triticum aestivum L.) das cv.s CD 104 e CD 120 em condições de cultivo in vitro em Meio MS sem sacarose: 

com (CN) e sem (SN) fonte de nitrogênio e SN com inoculação de H. seropedicae (SNI) por 21 dias. 

Fonte: NEIVERTH-CHAGAS (2020) 

 

3.5 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RNA 

 

Existem no mercado diversos kits para o isolamento de RNA para diversos tipos celulares 

e tecidos vegetais, incluindo os vegetais. A grande maioria baseada no princípio da capacidade 

de ligação do RNA a uma resina de gel de sílica presente em uma coluna, a depender da 
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concentração salina. No entanto, além de serem caros, esses kits, muitas vezes, não 

proporcionam bom rendimento, principalmente por serem padronizados para o isolamento de 

plantas modelo, como Arabidopsis thaliana. A grande diversidade de composição química entre 

plantas, e até mesmo entre tecidos de uma mesma espécie, necessita de otimização dos 

protocolos de extração de RNA total para cada genótipo ou tipo de tecido. Muitas plantas são 

ricas em polissacarídeos, proteínas de reservas ou compostos secundários que podem se ligar e 

coprecipitar com o RNA durante sua extração, afetando sua pureza (SALZMAN et al., 1999). 

Os compostos fenólicos e outros compostos secundários também presentes em muitas espécies 

vegetais, sofrem oxidação, formando quinonas, que se ligam ao RNA promovendo sua 

degradação (GHAWANA et al., 2011). Outra limitação à extração de RNA de plantas são as 

barreiras físicas como a presença de cutículas espessas, pelos, espinhos, tubérculos, tecidos 

fibrosos ou sementes e grãos duros que oferecem resistência à maceração completa do material 

vegetal, o que também interfere na qualidade final do RNA isolado. Dadas essas 

particularidades, não é possível recomendar um protocolo universal para a extração de RNA de 

plantas. 

O sucesso na obtenção de RNA intacto depende da rápida inativação de RNases 

endógenas em um estágio inicial do procedimento, em que as células são rompidas e nucleases 

celulares poderiam ter acesso a ácidos nucleicos. Além disso, para assegurar a obtenção do 

RNA de boa qualidade, é necessário seguir cuidados de limpeza na área de trabalho e no 

material.  

 A estimativa da quantidade e qualidade do RNA isolado é frequentemente realizada via 

espectrofotometria. A leitura em um comprimento de onda correspondente a 260 nm é utilizada 

para mensurar a quantidade de ácidos nucleicos, uma vez que esse é o comprimento de onda de 

máxima absorbância dessas moléculas. A razão entre as medidas a 260 nm e 280 nm indica a 

pureza do RNA, sendo valores próximos a 2,0 considerados ideais (BARBAS et al., 2007). Em 

comprimento de onda próxima a 280nm proteínas, fenóis ou outros compostos que absorvem, 

assim medidas inferiores para a razão 260/280 podem indicar contaminação. A razão entre as 

leituras a 260 nm e 230 nm é utilizada de forma complementar para a avaliação da pureza do 

RNA. Para amostras de boa qualidade, esperam-se valores entre 2,0 e 2,2, e superior ao obtido 

para a relação 260/280 (NANODROP, 2007). Valores abaixo dessa faixa podem indicar a 

presença de agentes contaminantes que absorvem luz a 230 nm, tais como EDTA, fenol, 

carboidrato, glicogênio ou guanidina (NANODROP, 2007). As medidas podem ser realizadas 

em espectrofotômetro com luz ultravioleta (UV) comum ou por nanoespectrofotômetros, que 
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possuem a vantagem de mensurar diretamente a amostra a partir de 1 µL, dispensando a 

necessidade de diluições e uso de cubeta. 

 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 OBTENÇÃO DE FOLHAS DE TRIGO DAS CV. CD104 E CD120 NAS CONDIÇÕES 

DO ESTUDO. 

 

Esse protocolo seguiu exatamente o proposto por NEIVERTH-CHAGAS., 2020. E segue 

transcrito abaixo. 

 

4.1.1 Cultivo das plantas 

 

 O experimento in vitro foi realizado no Laboratório de Bioquímica e Genética 

(LABIOGEN) da Universidade Federal do Paraná (UFPR) - Setor Palotina. As sementes de T. 

aestivum (cv. CD104 e cv. CD120.), foram oriundas do germoplasma da Cooperativa Central 

de Pesquisa Agrícola (COODETEC, Paraná, Brasil), que foi extinta e atualmente estão 

armazenadas na EMBRAPA TRIGO e são propagadas pelo laboratório 

 As sementes foram esterilizadas conforme protocolo de (CAMILIOS-NETO et al., 

2014), onde foram imersas em etanol 70% por 30s, sob agitação (120rpm). Em seguida, agitadas 

em solução de hipoclorito acidificado (NaOCl 0,5% (v/v) HCl concentrado 0,18% (v/v), Tween 

80 0,01% (v/v) e KH2PO4 7 mM) por 5 min. Então lavadas em água estéril 3 vezes sob agitação, 

por 1 min cada, seguindo por imersão durante 4hrs em água estéril. Em seguida as sementes 

foram colocadas novamente em solução de hipoclorito acidificado por 5 min, lavadas 3 vezes 

como anteriormente e deixadas 5 min em peróxido de hidrogênio 35% (v/v) e novamente 

lavadas 4 vezes em água estéril por um minuto cada, sob agitação. Em seguida, foram 

germinadas em placas que contenham ágar água a 30°C, na ausência de luz por 24 hrs. As 

sementes germinadas com vigor semelhante, foram, uma a uma, transferidas para tubos de 

ensaio de vidro estéreis (20 cm de altura e 2,5 cm de diâmetro) contendo 25 mL de meio de 

cultivo MS (MURASHIGE et al., 1962) sem sacarose, com presença (CN) ou ausência de fonte 

de nitrogênio (SN). Esferas de polipropileno (cerca de 10 mL em volume) foram usadas no 

meio para servir de suporte às sementes e plantas.  

 O cultivo foi realizado em sala de crescimento sob condições de fotoperíodo de 14hrs 

luz/10hrs escuro em temperatura de 25 (±2) °C, sendo os tubos acomodados em estantes 
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dispostas aleatoriamente em prateleiras. Após 24hrs da transferência das sementes germinadas 

parte dos tubos SN, foi feita a inoculação com 0,25 mL de suspensão de H. seropedicae SmR1 

na concentração de 1,5x107 UF. mL-¹ (tratamento SNI). Após 21 dias da transferência das 

sementes para os tubos, o experimento foi considerado encerrado.  

 

4.1.2 Condições de crescimento bacteriano e preparo do inóculo 

 

 O cultivo bacteriano de H. seropedicae SmR1 e o preparo do inóculo foi de acordo com 

protocolo proposto na literatura (KLASSEN et al., 1997) em meio NFbHP-malato contendo 20 

mM NH4Cl com adição de estreptomicina (80 μg.mL-¹). 

 As bactérias em meio líquido foram quantificadas por turbidimetria a 600 nm na fase 

exponencial, tomando como referência a relação 1,0 DO a 600 nm para 4,4 x108 células. mL-¹. 

A quantidade necessária para uma concentração de 1,5x107 células.mL-1 será centrifugada a 

12.000 x g por 10 min a 4 ºC, e o pellet ressuspenso em solução salina (MOUTIA et al., 2003). 

Posteriormente, feita a inoculação das sementes configurando o co-cultivo (SNI). 

 

4.1.3 Coleta de amostras 

 

 Após o cultivo in vitro, as plantas foram coletadas aleatoriamente, lavadas com água 

destilada, secas com papel toalha e a parte aérea destacada das raízes e pesadas e imediatamente 

congeladas em nitrogênio líquido e guardadas em ultra-freezer (-80°C). 

 

4.1.4 Extração do RNA e obtenção do cDNA 

 

 O RNA total de folhas foi extraído com o kit de extração SV Total RNA Isolation System 

(Promega®) e digerido com DNase (Promega®) de acordo com as instruções do fabricante.  A 

integridade e qualidade do RNA foi analisada em eletroforese com gel de agarose 1,2%. A 

quantificação foi realizada no Nano drop 2000 (Thermo Fisher), A primeira fita de cDNA foi 

sintetizada a partir de 2 µg de RNA total utilizando o kit comercial GoScript® Reverse 

Transcription System (PromegaTM) e os oligos (dT)15 de acordo com as instruções do 

fabricante. O RNA foi extraído de três repetições biológicas para cada um dos tratamentos. 

 

4.1.5 Análise quantitativa-real time(qRT-PCR) 

 

 A qPCR foi amplificada em volume final de 10 µL com o kit SYBR Green PCR® 

(QiagenTM) contendo 1µL cDNA (diluído 1:10), 5 µL 2X SYBR Green PCR Master Mix 
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(QiagenTM), 0,7 µL de cada primer (10 mM), 2,6 µL de água. As reações foram realizadas em 

equipamento Rotor-GeneQ 5 plex + HRM® (QiagenTM) nas seguintes condições: 2 min a 95 

ºC seguido por 35 ciclos de 5 seg a 95 ºC e 10 seg a 60 ºC. Para o estudo da expressão gênica, 

foram desenhados primers específicos (Tabela 1). 

Os resultados da expressão gênica foram avaliados pelo cálculo de 2^ -ΔΔcT, uma forma 

de quantificação relativa, na qual o gene de interesse é primeiro normalizado para a expressão 

gênica de referência, sendo este à Actina (F-CAGTACTGCTGACTGAGGCG/R-

TGCGTCCACTAGCATATAGGG) e depois comparado ao grupo controle (LIVAKA e 

SCHMITTGENB, 2001), onde Ct (threshold cycle) é o ciclo de PCR em tempo real, no qual a 

amplificação atinge a fase log, representando a diferença na expressão entre o gene alvo e o 

controle endógeno em uma determinada amostra e delta delta Ct (ΔΔcT) corresponde à 

diferença entre o 2-∆∆ Ct da amostra e o 2-∆∆ Ct do controle. 

 
TABELA 1 - SEQUÊNCIAS DE PRIMERS UTILIZADOS NA ANÁLISE DE PCR E qRT-PCR. 

FONTE: O autor (2022). 

 

4.1.6 Eletroforese dos produtos de amplificação 

 

Os produtos de amplificação das reações de RT-qPCR dos genes PSBA, PSAA, GSA e PPL1, 

os quais foram analisados em Termociclador em tempo real também foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose 2% em tampão TBE 1x (Tris 90 mM, ácido bórico 90 mM, 

EDTA 2 mM pH 8.0) e corado com 0,2 µg/ml de brometo de etídio para confirmar o tamanho 

de pares de bases do amplicon e a viabilidade da amostra. A análise semiquantitativa das 

Gene Primers Sequências Nº de 

bases 

 

PSBA 

Forward 

 

Reverse 

5’-AGAGACGCGAAAGTACAAGC-3’ 

 

5’-CATCAAAACACCGAACCATCC-3’ 

20 

 

21 

 

PSAA 

 

 

Forward 

 

Reverse 

5’-TCTTTGAGGAATGGGCGAG-3’ 

 

5’-ATCAGCATGTAGGTTCCAGATC-3’ 

20 

 

22 

 

GSA 

Forward 

 

Reverse 

5’-GAAACCCTCTAGCTATGACTGC-3’ 

 

5’-TCTCATGAAATGTTTTAGCG-3’ 

22 

 

20 

 

PPL1 

Forward 

 

Reverse 

5’-CTACTCCTTCGTCTACCCATTC-3’ 

 

5’-TGTTGATGCTGACGCTCTC-3’ 

22 

 

19 



21 

   

 

intensidades das bandas não foi realizada porque os dados de qPCR foram suficientes para 

estimar os níveis de expressão gênica. Foi utilizado o padrão de tamanho molecular 100 pb 

(InvitrogenTM) e 4 µL de cada amostra com tampão de amostra (BlueJuice Gel Loading Buffer 

1x) foi aplicado nos poços do gel. Após a corrida eletroforétrica (110 Volts por 

aproximadamente 40 minutos), o gel foi fotodocumentado utilizando o equipamento Loccus 

Biotecnologia L.PIX. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Esse trabalho buscou relacionar dados obtidos por qRT-PCR de RNA de proteínas 

presentes no cloroplasto de trigo (Triticum aestivum) cv. CD 104 e CD 120, inoculadas com a 

bactéria H seropedicae SmR1 (Tabela 2), com dados de NEIVERTH et al., 2020. Estudos de 

proteínas em condições de suprimento de N são importantes para avaliar interações e observar 

evidências do efeito de bactérias na promoção do crescimento e possivelmente FBN. 

 
TABELA 2 - PROTEÍNAS SELECIONADAS PARA ANÁLISE 

Gene ID UNIPROT Descrição 
Presença no proteoma (cv.) 

CD 104 CD 120 

PSBA A0A3B5ZT76 Proteína D1 do PSII CN&SN&SNI CN&SN&SNI 

PSAA P58311 
Clorofila a Apo A1 

do PSI 
SNI CN&SN 

GSA A0A3B6TIX1 

Glutamato-1-

semialdeído 2,1-

aminomutase, 

CN CN&SNI 

PPL1 A0A3B6JED8 
Proteína contendo 

domínio PsbP 
SN SNI 

FONTE: O autor (2022) 

 

A expressão dos genes PSBA, PSAA, GSA, PPL1 foram comparadas com a do gene 

referência da actina (Act1), gene esse que foi adequado para normalização precisa em caso de 

ferrugem, salinidade, hormônio vegetal e tratamentos de estresse nutricional (LEKSHMY et 

al., 2017). Através dos resultados de expressão gênica do Act1 foi possível padronizar os dados 

pelo cálculo de 2-∆∆Ct e obter resultados mais precisos e exatos da comparação da expressão 

gênica de amostras tratadas e não tratadas.   
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A técnica qPCR mede a intensidade de expressão de um determinado gene em uma 

amostra em condições biológicas específicas. Essa medida é expressa em ciclos (Ct) de PCR, 

um valor relativo que representa o número de ciclos em que a quantidade de DNA amplificado 

atinge o nível limite. Ct deve ser normalizado devido à variabilidade inter-experimental. A 

expressão diferencial é realizada gene por gene, comparando Ct normalizado (ΔCt) e valores 

replicados entre dois grupos de amostras (duas condições). Como em cada ciclo de PCR (valor 

Ct), a quantidade de DNA é duplicada, o Ct é uma escala logarítmica e é inversamente 

proporcional à quantidade de material genético. Portanto, ∆Cts altos sinalizam baixa expressão. 

enquanto os genes superexpressos introduzem baixos ∆Cts. Comparando os valores 

normalizados (∆Ct) de duas condições, é possível calcular a mudança de dobra na expressão 

(−∆∆Ct). 

 

5.1 Q-RT-PCR DE RNA DE PROTEÍNAS DO CLOROPLASTO DE TRIGO 

 

Os valores de 2-∆∆Ct foram calculados para o gene e para suas condições experimentais 

e correspondem ao número de vezes em que a transcrição gênica aumentou ou diminuiu nas 

folhas de trigo em tratamentos da CD120 SN e SNI; CD104 SN e SNI em relação à condição 

controle (FIGURA 1, 2, 3, 4 e 5). Não foi encontrado um consenso sobre valores de cut off para 

as variações na expressão (fold change), embora alguns autores adotem a seguinte 

recomendação:  valores acima de 2 indicam aumento e valores abaixo de 0,5, diminuição na 

expressão gênica. 

 

5.1.1 Expressão do gene PSBA nas cv.s de trigo CD104 e CD120  

 

De acordo com NEIVERTH-CHAGAS et al., 2020, foi identificado em seu estudo 

proteômico a proteína D1 do PSII (gene PSBA) como presente em todas as condições, tanto na 

cv. CD 104 quanto na cv. CD 120. Essa proteína está localizada no complexo de evolução de 

oxigênio (OEC) do PSII. Esse complexo central do PSII é composto pelas proteínas D1 e D2, 

as duas são principais na atividade de evolução do oxigênio que não é possível sem qualquer 

uma dessas subunidades. A proteína D1 constitui o núcleo do centro de reação PSII (ZHAO et 

al., 2011; CHEN et al., 2020), e muitos estudos indicaram que o centro PSII em cloroplastos é 

a parte que é mais facilmente danificada por estresses ambientais (CHEN et al., 2020).   

Os resultados da avaliação quantitativa do RNAm mostram que a expressão do gene 

PSBA nas folhas das condições SNI CD104 e na cv. CD120 diminuiu em relação ao controle 

(Figura 1). O CD104 na condição SNI apresentou o mesmo resultado. Em contraste, o 



23 

   

 

tratamento SN CD120 apresentou expressão significativamente aumentada do gene psba em 

comparação com o controle. Enquanto a cv. CD104 na condição SN houve repressão 

significativa. 

 

FIGURA 2 - EXPRESSÃO GÊNICA DO GENE PSBA 

 

Legenda: Dados quantitativos para o transcrito que leva a tradução da proteína D1 (gene PSBA) em 

folhas de trigo (Triticum aestivum var. Lini) da cultivar CD104 e CD120, cultivadas in vitro em meio MS líquido 

sem adição de sacarose, com (CN) e sem (SN) adição de fontes de nitrogênio e, SN inoculado com Herbaspirillum 

seropedicae SmR1 (SNI), mantidas em sala de crescimento a 24 (±2) °C e fotoperíodo de 14 horas de luz por 20 

dias a partir da inoculação. Os resultados são apresentados relativos aos respectivos controles (controle, 100%, n= 

4). SN e SNI apresentaram valores significativamente diferentes. Fonte (o autor). 

 

Com os resultados obtidos nesse trabalho, pudemos concluir que, apesar dos valores 

encontrados talvez não serem significativos no tratamento da cultivar CD104 nos tratamentos 

(SN e SNI), é possível observar um aumento na expressão desse transcrito em folhas da cultivar 

CD120 na condição SN. O que não está totalmente alinhado com os dados proteômicos, em 

especial quanto a repressão significativa do PSBA na cv. CD 104 na condição SN. Entretanto a 

ausência de expressão não implica o necessário desaparecimento da proteína.  

PSBA, PSBB e PSBD são genes específicos do sistema PSII que codificam as proteínas 

D1, CP47 e D2 (SASI et al., 2018). A atividade do sistema PSII é limitada por vários estresses 

ambientais que afetam a síntese de proteínas necessárias para seu reparo e bom funcionamento. 

A expressão de PSBA, PSB e PSBD é reprimida em plantas de aveia em condições salinas, 

indicando danos ao sistema PSII (ALYAMMAHI et al., 2020), enquanto a aplicação de ácido 
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5-aminolevulínico (precurso da sintese de clorofila) aumenta a expressão de PSBA e PSBD em 

trigo sob condições de seca, indicando reparo de danos ao sistema PSII (WANG et al., 2018). 

Em nosso estudo, os níveis de expressão do gene PSBA são aumentados na cv. CD120 SN em 

comparação com o controle, o que indica reparo de danos PSII.   

No geral, o aumento da expressão dos genes Lhcb4.2, Lhcb6, PsbA, PsbB e PsbD mostra 

um estabelecimento de fluxo consistente de elétrons e pode proteger a maquinaria 

fotossintética, melhorando assim a eficiência do sistema fotossintético. O que concorda com os 

dados de (NEIVERTH-CHAGAS, 2020) que demonstrou em dados de medidas de 

fluorescencia de PSII onde a relação F0/Fm é reduzida na cv. CD 104 na condição SN apenas, 

indicando estresse nutricional (KALAII et al., 2014). 

Este resultado pode ser atribuído ao aumento da eficiência do transporte de elétrons 

em PSII e, portanto, à melhora na atividade do fotossistema em trigo, um mecanismo que ajuda 

as plantas a se adaptarem ao estresse externo. Assim é possível indicar uma possível tolerância 

de CD120 a ausência de N comparada ao CD104. 

 

5.1.2 Expressão do gene PSAA nas cv.s de trigo CD104 e CD120  

 

 NEIVERTH-CHAGAS, 2020, identificou a Apoproteína A1 (PSAA) associada a 

clorofila do PSI P700 como exclusivamente presente na condição SNI para o CD 104, isto é, 

não presente entre as proteínas das condições CN e SN; e na cv.CD120 CN e SN, isto é, proteína 

não estava presente na condição SNI na cv. CD120.  

 Cabe aqui a ressalva que ao buscar a sequência da proteína identificada (P58311) no 

banco de dados de genes preditos do blast (NCBI), estase alinhou com 99,99 % com uma 

ApoA1 de Hordeum vulgare e a partir dessa foi feito os estudos de definição do primer. 

 Os resultados sugerem que a expressão do transcrito para PSAA nas folhas do tratamento 

CD104 SN e SNI diminuiu significativamente em relação ao controle. Em contraste, nas folhas 

tratadas CD120 SN aumentou significativamente em comparação com o controle, enquanto a 

CD120 SNI aumentou, mas não estatisticamente comparado com o tratamento CD120 CN. 

Estes resultados não estão alinhados com os resultados proteômicos para a cv. CD 104 e cv. 

CD 120. Destacando que a análise proteômica realizada não atribuiu dados quantitativos, 

entretanto a qRT-PCR sim, desta forma é possível observar que a expressão dos transcritos. 

FIGURA 3 - EXPRESSÃO GÊNICA DO GENE PSAA 
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Legenda: Dados quantitativos para o transcrito que leva a tradução da Proteína apoproteína A1 (PSAA) 

da tilacóide do cloroplasto a PSI P700 em folhas de trigo (Triticum aestivum var. Lini) da cv. CD104 e CD120, 

cultivadas in vitro em meio MS líquido sem adição de sacarose, com (CN) e sem (SN) adição de fontes de 

nitrogênio e, SN inoculado com Herbaspirillum seropedicae SmR1 (SNI), mantidas em sala de crescimento a 24 

(±2) °C e fotoperíodo de 14 horas de luz por 20 dias a partir da inoculação. Os resultados são apresentados relativos 

aos respectivos controles (controle, 100%, n = 4). Fonte (o autor). 

 

Ainda não se sabe tudo sobre as partes estruturais e funcionalmente importantes dessa 

proteína. Segundo Massouh et al., (2016), o gene PSAA pertence aos chamados genes “classe 

I” nos quais as mutações são facilmente detectadas, pois levam a fenótipos brancos ou pálidos. 

A biogênese do cloroplasto é um processo complexo que é fortemente regulado pela 

expressão coordenada de genes nucleares e plastidiais e fornece uma ligação entre o núcleo e o 

citoplasma. Há muitas evidências que mostram que o fenótipo variegado está intimamente 

relacionado ao nível reduzido de expressão do gene plastidial (CAMPOLI et al., 2019) 

“PSAA e PSAB ligam P700, o doador primário de elétrons do fotossistema I (PSI), bem 

como os aceptores de elétrons A0, A1 e FX. O PSI é uma oxidoredutase plastocianina-

ferredoxina, convertendo a excitação fotônica em uma separação de carga, que transfere um 

elétron do par de clorofila doador P700 para os aceptores caracterizados espectroscopicamente 

A0, A1, FX, FA e FB por sua vez. O P700 oxidado é reduzido no lado luminal da membrana 

tilacóide pela plastocianina” (BATEMAN et al., 2021). 

Neste estudo, a expressão da cv.CD120 SN é aumentada com relação a CN, porém 

corrobora com os dados proteômicos no tecido do trigo. Porém a expressão do gene nessa cv. 

na condição SNI, não.  Tampouco os dados da cv. CD 104 onde poderíamos esperar uma maior 
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expressão desse gene na condição SNI, e repressão nas demais condições. De fato, se observa 

que repressão ocorre em SN comparada ao controle.  

Um estudo realizado por (CANONGE et al., 2021; LOUDYA et al.,2021) sugerem 

fortemente que a formação e o desenvolvimento de cloroplastos requerem, como primeira etapa 

independente de luz, o acúmulo de alguns transcritos, proteínas e metabólitos essenciais dentro 

de proplastídeos indiferenciados. Esses elementos são essenciais para a formação das 

membranas tilacoides e dos complexos protéicos na percepção dos primeiros sinais luminosos. 

Durante o processo de androgênese do trigo, o aumento significativo nos níveis de expressão 

dos genes plastidiais PSAA e PSBD, e dos genes nucleares FstZ, FtsH2, CHLH e PORA que 

ocorre em suspensões de micrósporos de Pavon e Paledor entre D7 e D21 apresentaram se 

semelhantes os estudos, corroborando seus resultados. O aumento da expressão dos genes da 

fotossíntese PSAA pode estar ligado a um estabelecimento precoce dos primeiros constituintes 

do fotossistema. 

 

5.1.3 Expressão do gene GSA nas cv.s de trigo CD104 e CD120  

 

NEIVERTH-CHAGAS., 2020, identificou a Proteína Glutamato-1-semialdeído 2,1-

aminomutase presente tanto na condição CN quanto em SNI da cv. CD120 e apenas na condição 

CN na cv. CD104. Essa é uma enzima que sintetiza o primeiro substrato na via de síntese da 

porfirina do HEME em mamíferos e da clorofila em plantas. Foi descrita como necessária para 

o reparo eficiente de PSII fotodanificado. Provavelmente contribuindo para maior eficiência do 

sistema fotossintético do CD 120 na condição inoculada (SNI) observada. 

Os resultados de expressão dos transcritos de GSA concordam com o resultado da 

análise proteômica para a cv. CD104 pois, com relação à SN e SNI houve repressão 

significativa da expressão desse gene, apontando a sua presença apenas na CN para a síntese da 

GSA. Com relação a cv. CD 120 os resultados não apresentaram diferença estatística para 

qualquer afirmação, mas estão apontando para uma repressão da transcrição do gene em SN, o 

que concordaria com a ausência dessa proteína na condição e presença apenas na CN e SNI 

(Figura 4). 
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FIGURA 4 - EXPRESSÃO GÊNICA DO GENE GSA 

 

Legenda: Dados quantitativos para o transcrito que leva a tradução da Proteína Glutamato-1-

semialdeído 2,1-aminomutase (GSA) em folhas de trigo (Triticum aestivum var. Lini) da cv. CD104 e CD120, 

cultivadas in vitro em meio MS líquido sem adição de sacarose, com (CN) e sem (SN) adição de fontes de 

nitrogênio e, SN inoculado com Herbaspirillum seropedicae SmR1 (SNI), mantidas em sala de crescimento a 24 

(±2) C e fotoperíodo de 14 horas de luz por 20 dias a partir da inoculação. Os resultados são apresentados relativos 

aos respectivos controles (controle, 100%, n = 4). Fonte (o autor). 

 

Em estudos como, de (CALZAVARA et al., 2018), observou que a deficiência de N 

diminuiu a concentração de moléculas orgânicas e inorgânicas de nitrogênio em quatro espécies 

vegetais, além de diminuir a atividade de enzimas envolvidas na assimilação de N (NRA e 

GSA). Da mesma forma, (LEMAÎTRE et al., 2008) em Arabidopsis, a limitação de N causou 

diminuição nos teores de NO3
−, aminoácidos e N e diminuição de NRA, sem afetar o teor de 

NH4
+. No entanto encontraram aumento de GSA, decorrente da remobilização de N (que libera 

NH4
+) induzida pela deficiência desse nutriente. 

 Em NEIVERTH-CHAGAS., 2020, foram observados efeitos benéficos da associação 

na cv. CD 120 onde os níveis de clorofila na SNI foram superiores na SN. Enquanto na cv. CD 

104 foram semelhantes entre SNI e SN, porém e iguais na SNI da cv. CD 120.  

 

5.1.4 Expressão do gene PPL1 nas cv.s de trigo CD104 e CD120  

 

No estudo realizado por NEIVERTH-CHAGAS., 2020, identificou a presença de uma 

Proteína 1 semelhante a PsbP cloroplástica (A0A3B6JED8), que por anotação foi identificada 

como PPL1, presente apenas no tratamento SN da cv. CD104 e SNI na cv. CD120. Essa 
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proteína, em seu estudo foi proposta como necessário para reparo eficiente de PSII 

fotodanificado, mas não fortemente associado ao complexo. Os dados de análise de 

fluorescência na cv. CD 104 indicam que as plantas desse tratamento estariam sofrendo danos 

no PSII, reflexo esse, do estresse causado pela ausência de N no meio de cultura. 

Nossos resultados, ao contrário do que sugere a análise proteômica, que o transcrito de 

PPL1 nas folhas tratadas SN na cv CD104 foi significativamente reprimido em relação ao 

controle CD 104 (Figura 5), e na SNI. Entretanto, com o tratamento SN e SNI CD120 a 

expressão do PPL1 foi muito aumentada com relação à CN, em especial SN e não em SNI como 

se poderia esperar pelos dados proteômicos. 

 
FIGURA 5 - EXPRESSÃO GÊNICA DO GENE PPL1 

 

Legenda: Dados quantitativos para o transcrito que leva a tradução da proteína 1 semelhante a PsbP em 

folhas de trigo (Triticum aestivum var. Lini) da cultivar CD104 e CD120, cultivadas in vitro em meio MS líquido 

sem adição de sacarose, com (CN) e sem (SN) adição de fontes de nitrogênio e, SN inoculado com Herbaspirillum 

seropedicae SmR1 (SNI), mantidas em sala de crescimento a 24 (±2) °C e fotoperíodo de 14 horas de luz por 20 

dias a partir da inoculação. Os resultados são apresentados relativos aos respectivos controles (controle, 100%, n 

= 4). Fonte (o autor). 

 

Proteínas, PPL1 e 2 do PSII estão envolvidos na resposta da fotossíntese em condições 

de estresse.Já foi relatado que um ppl1 mutante de Arabidopsis foi mais sensível à luz de alta 

intensidade do que o tipo selvagem, e a recuperação da atividade do PSII após a fotoinibição 

foi atrasada em ppl1 de plantas (ISHIHARA et al., 2007) . 
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De fato, se observa que todas as expressões avaliadas para a cv. CD 104 foram 

inferiores ao controle, ou indicaram repressão dos genes pois apresentaram razão inferior a 0,5 

quando comparados ao controle (CN). 

Ao contrário a expressão avaliada para os mesmos genes foram ou igual ou superior a 

1 em todas as condições (SN e SNI) comparadas a CN, exceto para a expressão de GSA. 
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6 CONCLUSÃO 

 É possível concluir que dos genes avaliados relacionados ao fotossistema I e II, e 

apresentam correlação menor em às presenças e ausências notadas das proteínas identificadas 

como em a relação entre PPL1 e ppl1.  

 A expressão avaliada para o gene GSA foi a que melhor se relacionou com os dados 

proteômicos. 

 Os estudos realizados confirmaram que os genótipos respondem diferentemente às 

mesmas condições. 

 Confirma-se ainda que os experimentos in vitro realizados existe atividade fotossintética 

após 21 dias de cultivo. 

 A partir dos expressos avaliados é possível indicar que ausência de nitrogênio 

(condições SN e SNI) para a cv. CD 104 são situações de estresse que levam a menor atividade 

de expressão dos genes relacionados a fotossíntese. Ao contrário da cv. CD 120, que 

aparentemente está mais ativa em nos fotossistemas e na sua recuperação. 
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