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RESUMO

Caracteriza¢io molecular da glutationa S-transferase de cana-de-acucar

(Saccharum spp.) em resposta a aplicacio de herbicidas

A glutationa S-transferase (GST) tem a capacidade de conferir resisténcia do tipo nao-alvo aos
efeitos danosos de certos herbicidas em varias culturas, principalmente gramineas. Entretanto, o
papel das GSTs em relagdo aos herbicidas em cana-de-acticar ¢ desconhecido, e tal elucidagao
poderia auxiliar na redu¢ao de perdas de produtividade e/ou aumento na eficiéncia de producao.
O objetivo desse trabalho foi caracterizar as diversas classes de GST de cana-de-actcar por
analise filogenética e padrao de expressao por amplificagdo quantitativa de transcritos reversos
(RT-gqPCR). Foi realizada no banco de dados de Saccharum Gene Index a busca completa das
seqliéncias codificadoras de GST referentes as classes Phi, Tau, Theta e Zeta, baseando-se nos 61
genes de GST de arroz; estas foram traduzidas e empregadas em analise filogenética. Foram
identificados 18 agrupamentos de ESTs codificando GSTs, totalizando 355 transcritos das
255.635 seqiiéncias disponiveis no banco de dados. A analise filogenética identificou 7
agrupamentos como pertencentes a classe Phi (denominados ScGSTF), 7 como Tau (ScGSTU), 1
como Theta (ScGSTT), e 3 como Zeta (ScGSTZ); respectivamente. As classes Phi e Tau,
consideradas planta-especifica, foram as mais representativas em termos de numero de
agrupamentos de ESTs em relagdo a Theta e Zeta (mamifero-especifica). Os 18 agrupamentos de
cana-de-agucar equivalem aos genes mais expressos em termos de namero de ESTs individuais
em arroz. Foram extraidos RNA de diversos tecidos/6rgaos, e de tecido foliar das cultivares
‘SP87-365" e ‘SP80-3280’ coletados a 0 e 48 h apds tratamento com herbicidas, seguida da

sintese de cDNA e RT-qPCR. O gene da proteina ribossémica rpl35-4 foi determinado como
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referéncia nas analises de expressdo. A expressdo nos tecidos/0rgaos mostraram que os genes
ScGSTF3, ScGSTUS e ScGSTUI3 foram menos expressos no colmo, inflorescéncia, meristema e
raiz em relacdo ao limbo foliar; ScGSTF4, ScGSTF6, ScGSTFI14 ¢ ScGSTF15 foram mais
expressos no colmo; ScGSTF5, ScGSTUI, ScGSTU17, ScGSTU31, ScGSTU39 ¢ ScGSTTI na
inflorescéncia; e ScGSTZI foi unico mais expresso no meristema. De forma geral, todas as
classes tiveram expressdo detectada nos tecidos, mas os genes da Phi e Tau foram os mais
expressos. Os genes da classe Phi foram mais expressos no colmo em relagdo aos demais; os da
classe Tau ¢ Theta na inflorescéncia; e os da Zeta no meristema. A validacdo a 0 h determinou
que os genes ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTUS, ScGSTU13 e ScGSTUI7 foram os mais expressos
na cultivar ‘SP80-3280° em relacdo a ‘SP87-365°. As evidentes diferengas na expressao basal
entre as cultivares foram dos genes das classes Phi e Tau. Com relagdo a expressdo das GSTs 48
h apo6s aplicacdao dos herbicidas, foi observado que a aplicacdo de Ametryn ou Diuron, os genes
de GST foram induzidos, enquanto foram reprimidos com Imazapic ou Isoxaflutole. Os genes
ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTU13 e ScGSTU17 foram os mais expressos nas cultivares tratadas
com os herbicidas; e foram considerados possiveis candidatos a associagdo em resposta a
desintoxicacao desses herbicidas. O Southern blot determinou que o maior nimero de copias de
GST em cana-de-agucar foi os pertencentes as classes Phi e Tau, sendo nas classes Zeta e Theta,

menos freqlientes.

Palavras-chave: cana-de-agucar, GST, filogenia, tecidos/6rgaos RT-qPCR, herbicidas, Southern.
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ABSTRACT

Molecular characterization of sugarcane (Saccharum spp.) glutathione S-transferase in

response to herbicide application

Glutathione S-transferase (GST) has the ability to confer non-target tolerance to damaging effects
of certain herbicides in various crops, especially grasses. However, the role of GSTs in relation
to herbicide tolerance in sugarcane s is unknown, and its elucidation could help in reducing yield
losses and/or increase in production efficiency. The objective of this work was to characterize
the various classes of sugarcane GSTs by phylogenetic analyses and expression profile using RT-
qPCR. A complete search at the Saccharum Gene Index database was conducted for sequences
encoding GSTs from the classes Phi, Tau, Theta and Zeta, based on 61 rice GST genes; the
conceptually translated sequences were used in the phylogenetic analyses. Eighteen EST clusters
encoding GSTs were identified, in a total of 355 transcripts out of the 255,635 available
sequences at the database. Phylogenetic analysis identified 7 groups as belonging to Phi class
(denominated ScGSTF), 7 as Tau (ScGSTU), one as Theta (ScGSTT), and 3 as Zeta (ScGSTZ);
respectively. The Phi and Tau classes, considered plant-specific, were the most frequent in terms
of number of EST clusters in comparison to Theta and Zeta (mammal-specific). The 18 groups
of sugarcane ESTs were equivalent to the mostly expressed ortologues in rice. Total RNA from
various tissues and organs, and from leaves from cultivars ‘SP87-365" and ‘SP80-3280’,
collected at 0 and e 48 h after treatment with herbicides were obtained and converted into cDNA,
and analyzed by RT-qPCR. The transcript of the ribosomal protein rpl35-4 was established as

gene reference for the RT-qPCR analyses. The analyses of expression in tissues/organs
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demonstrated that the genes ScGSTF3, ScGSTUS and ScGSTU13 were less expressed in stem,
inflorescence, meristem and roots in relation to leaf blades; ScGSTF4, ScGSTF6, ScGSTF14 and
ScGSTF15 were more expressed in stems; ScGSTF5, ScGSTUI, ScGSTUI7, ScGSTU3I,
ScGSTU39 and ScGSTT1I in the inflorescence; and ScGSTZI was the only more expressed in the
meristem. In general, all classes had gene member expression detected in the tissues, but the
genes from Phi and Tau were the most expressed. The genes from class Phi were more expressed
in the stem in comparison to the others; genes from classes Tau and Theta were more expressed
in the inflorescence; and the ones from Zeta in meristem. Gene expression validation at 0 or 48 h
after treatment with herbicides determined that ScGSTFE3, ScGSTF4, ScGSTUS, ScGSTU13 and
ScGSTUI7 were more expressed in cultivar ‘SP80-3280’ than ‘SP87-365°. The more evident
differences in basal expression between cultivars were for genes from classes Phi and Tau. In
response to herbicides treatment, GSTs expression was higher in response to Ametryn or Diuron
in comparison to Imazapic or Isoxaflutole. Genes ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTUI3 and
ScGSTUI7 displayed more difference in expression at 48 h between cultivars, and might be
associated with differences in herbicide detoxification. Southern blot analyses determined that a
larger number of GST gene copies in sugarcane from classes Phi and Tau, with less copies from

classes Zeta and Theta.

Keywords: sugarcane, GST, phylogeny, tissues/organs, RT-qPCR, herbicide, Southern.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de cana-de-acucar, estimando-se a
producdo nacional em 427 milhdes de ton na safra 2006/2007 (Agrianual, 2007), sendo Sao Paulo
responsavel por 60% de toda a produgdo nacional, cerca de 255 milhdes de ton.
Aproximadamente 55% da producdo canavieira brasileira sdo destinadas a fabrica¢do de alcool,
estimando-se uma producdo de 17,39 bilhdes de litros para 2007, e o restante para producao de
acucar, chegando a 28,35 milhdes de ton. Esta cultura chega a movimentar cerca de R$ 36
bilhdes/ano, o que representa quase 3,5% do PIB nacional (Agrianual, 2007). A cana-de-agucar ¢
cultivada numa 4rea de 5,82 milhdes de ha, sendo a produgdo processada por 320 usinas
(Agrianual, 2007) e 67 destilarias (UNICA - Unido da Agroindustria Canavieira de Sao Paulo;
http://www.portalunica.com.br, acesso em 14/06/07). Além de outras aptidoes da cultura, que
vao desde a capacidade de gerar energia elétrica (FIGUEIRA, 2005) até o potencial para
fitorremediacdao (SERENO et al, 2006).

Devido a importancia crescente desta cultura e a imensa area utilizada para seu plantio
em escala industrial, a utilizacdo de herbicidas ¢ praticamente obrigatdria, requerendo produtos
cada vez mais eficazes e seletivos, mas com custos elevados, que podem alcangar valores de 240
milhdes de dodlares/ano. Diante deste cenario, torna-se evidente a necessidade do
desenvolvimento e utilizacdo de novas tecnologias que diminuam os custos associados a
aplicacdo de herbicidas, como também as perdas resultantes na producdo de cana-de-agucar
inerente a aplicagdo. Uma possivel solucdo seria a utilizacdo de cultivares de cana-de-agucar
tolerante a herbicidas. Outra possibilidade seria a utilizagdo de componentes endoégenos das

plantas que pudessem conferir as cultivares maior tolerancia a compostos exdgenos.
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A glutationa S-transferase (GST) ¢ uma enzima que tem a capacidade de conferir
resisténcia aos efeitos danosos de certos herbicidas, estando associada a maior tolerdncia em
varias culturas, principalmente gramineas (EDWARDS et al. 2005a). Em algumas culturas, as
GSTs respondem diretamente a atuacdo dos herbicidas, acionando um processo metabolico de
desintoxicacdo das plantas. A glutationa S-transferase tem a funcdo de catabolizar a reacdo de
transferéncia do tripeptideo glutationa reduzida (GSH; y-glutamil-cisteina-glicina) para substratos
eletrofilicos tdxicos (endogenos ou exdgenos), tornando-os compostos soliveis menos toxicos
para a célula, e estes por sua vez sdo transportados para o vacuolo (MARRS, 1996).

Nos tltimos anos, projetos de seqlienciamento gendmico associados a andlises do perfil
transcricional buscaram identificar caracteristicas génicas de interesse da cana-de-actcar. Estes
estudos tém sido realizados com genes de interesse agrondmico ou com potencial biotecnoldgico
nas mais diversas cultivares e/ou tecidos/6rgdos da planta, estando correlacionados com
importantes processos biologicos de resposta a estresse bidtico e abidtico. Em cana-de-actcar, o
comportamento da enzima GST em resposta a aplicagdo de herbicidas ¢ pouco conhecido, e tal
elucidagdo poderia auxiliar na reducdo de perdas de produtividade e/ou aumento na eficiéncia de
producao.

Para tanto, este trabalho objetivou identificar e caracterizar os genes referentes as
quatros classes da enzima GST de cana-de-agucar a titulo de avaliar a expressdo dos mesmos por
amplificagdo quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR) nos diversos tecidos/orgaos da
planta, e nas cultivares presumivelmente contrastantes (‘SP87-365° - sensivel a atuagdo de
herbicidas e ‘SP80-3280’ - tolerante aos herbicidas), segundo observagdes realizadas no campo
experimental do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC). Estas observacdes tém sido

confirmadas em ensaios em nosso laboratério, onde a ‘SP80-3280° demonstrou maior tolerancia
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ao herbicida Ametryn, enquanto que ‘SP87-365" mostrou grande sensibilidade. Essa diferenca
em tolerdncia a Ametryn parece estar associada a uma maior atividade de GST em ‘SP80-3280’

em relacdo a ‘SP87-365’.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A superfamilia das glutationas transferases

Glutationa S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) faz parte de uma superfamilia de proteinas
cataliticas e ligantes, distribuidas em uma grande diversidade de organismos aerobicos, de
bactérias a humanos (FROVA, 2003). As GSTs sdo enzimas que catalisam a rea¢do do composto
antioxidante ndo enzimatico, o tripeptideo glutationa (GSH; y-glutamil-cisteina-glicina) com um
eletréfilo hidrofobico, xenobiodtico ou endogeno, os quais podem ser toxicos e/ou carcinogénicos
para o organismo (AMES; PROFET; GOLD, 1990; DIXON; LAPTHORN; EDWARDS, 2002;
MEISTER; ANDERSON, 1983; SALINAS; WONG, 1999). Foram primeiramente descobertas
em animais em 1961 (BOOTH; BOYLAND; SIMS, 1961; COMBES; STAKELUM, 1961) como
responsaveis pelo metabolismo de desintoxicagdo de drogas (WILCE; PARKER, 1994). Nas
plantas, foi detectada em 1970 quando foi descoberta sua importidncia na conjugagdo da
glutationa (GSH) com a atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-esopropilamino-s-triazina) em milho,
protegendo a planta deste herbicida (FREAR; SWANSON, 1970). A desintoxicacdo da molécula
atrazina pela enzima GST é uma resposta primaria no processo de desintoxicagdo de herbicidas
pelas plantas (SHIMABUKURO; SWANSON; WALSH, 1970). Nos diferentes organismos,
outras fungdes da enzima GST ja foram descritas como a tolerdncia ao estresse oxidativo
(KAMPRANIS et al., 2000); aos inseticidas (RANSON; PRAPANTHADARA; HEMINGWAY,
1997; TANG; TU, 1944) e os antibioticos microbianos (ARCA; HARDISSON; SUAREZ, 1997);
transporte de produtos secundarios toxicos (MUELLER et al., 2000); sinalizacdo da célula
durante as respostas ao estresse (LOYALL et al., 2000) e fenomenos de resisténcia envolvendo

agentes de quimioterapia contra o cancer (McLELLAN; WOLF, 1999; TEW, 1994).
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A glutationa estd associada aos mecanismos de prevencao ao estresse oxidativo e
funcionando também como sinalizadora do status de oxi-reducdo celular nos controles de
expressdo génica (FOYER; THEODOLOU; DELROT, 2001), além de precursora da biossintese
de fitoquelatinas (COBBETT; GOLDSBROUGH, 2002). As GSTs mostraram-se importantes na
ligacdo de citotoxinas, bem como porfirinas e drogas em animais, ¢ antocianinas ¢ hormoénios em
plantas (MARRS, 1996; MUELLER et al., 2000). Além disso, essa familia de enzimas contém
classes de enzimas como a glutationa peroxidase (GPOX; EC. 1.11.1.9) responsaveis pela
remocao de espécies reativas de oxigénio (ROS), mais especificamente catalisam a reacdo do
H,0, em 2H,0 (SHEEHAN et al., 2001). Alta concentragdo de H,O, resulta em morte celular
(LAMB; DIXON, 1997), enquanto baixa concentracdo impede o progresso do ciclo celular
(REICHHELD et al., 1999).

A GST ¢ uma proteina soluvel, predominantemente citossolica, constituida de
homodimeros ou heterodimeros de 50 kDa, com subunidades de 23 a 29 kDa (DIXON;
LAPTHORN; EDWARDS, 2002). Cada subunidade da estrutura dimérica apresenta um sitio
ativo com cinéticas independentes (DANIELSON; MANNERVIK, 1985). A enzima possui dois
sitios de ligagdo: o sitio G, ou sitio ligante do tripeptideo GSH, localizado no dominio N-terminal
da proteina e o sitio H, ou o sitio ligante de um substrato eletrofilico hidrofébico, localizado no
C-terminal. O sitio G apresenta alta especificidade, sendo que apenas a GSH e moléculas
estruturalmente relacionadas servem como substrato. O sitio H possui uma ampla especificidade
para substratos eletrofilicos, que normalmente possuem um sinal quimico composto de ligagdes
duplas conjugadas, adjacentes a um grupo aceptor de elétrons (MARRS, 1996). Nos mamiferos,
o residuo de aminodcido conservado para as classes Alpha, Mu e Pi ¢ a tirosina (Tyr); enquanto

que em plantas para as classes Phi, Tau, Theta ¢ Zeta é a serina (Ser), sendo esses aminoacidos
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conservados relacionados a conjugacdo da tripeptideo glutationa (DIRR; REINEMER; HUBER,
1994).

De modo geral, todas as estruturas de GSTs sdo compostas por dois dominios, o N-
terminal formado por trés alfa-hélices e quatro folhas beta-pregueadas e o C-terminal formado
somente por alfa-hélices (geralmente de quatro a cinco hélices). Baseado em critérios, incluindo
similaridade de seqiiéncias de nucleotideos/aminoécidos; estrutura fisica dos genes (exemplo,
nimero e posi¢ao de introns); e propriedades imunorreativas, as GSTs tem sido agrupadas dentro
de intmeras classes, algumas que estdo presentes em diversos taxa, enquanto outras sio
consideradas espécie-especifica (FROVA, 2006). Classes de GST foram identificadas em insetos
(HAROLD; OTTEA, 1997), em bactérias (ZABLOTOWICH et al., 1995), e em diversas plantas
como milho (DIXON; COLE; EDWARDS, 1997, EDWARDS; OWEN, 1996; HATTON et al.,
1996; HOLT et al., 1995; JABLONKAI; HATZIOS, 1991; JEPSON et al., 1994; MARRS et al.,
1995; MARRS; WALBOT, 1997; ROSSINI et al., 1996; SCARPONI; ALLA; MARTINELLI,
1992), trigo (EDWARDS; COLE, 1996; JABLONKAI; HATZIOS, 1991; MAUCH; DUDLER,
1993; RIECHERS et al., 1996; ROMANO et al., 1993), tabaco (DROOG; HOOYKAAS; VAN
DER ZAAL, 1995), soja (ANDREWS et al., 1997, ULMASOV et al., 1995), Arabdopsis
thaliana (REINEMER et al.,, 1996), cevada (ROMANO et al.,, 1993; WOLF; DIETZ;
SCHRODER, 1996), batata (HAHN; STRITTMATTER, 1994), grao-de-bico (HUNATTI; ALI,
1990; 1991), sorgo (DEAN; GROWNWALD; EBERLEIN, 1990; GRONWALD et al., 1987),
cravo (MEYER; GOLDSBROUGH; WOODSON, 1991) e cana-de-acticar (SINGHAL et al.,
1991).

As GSTs constituem uma superfamilia de proteinas muito antiga, a qual é considerada
como descendente do ancestral das tiorredoxinas, responsavel pela resposta ao estresse oxidativo

(KOONIN et al., 1994). As classes de GST refletem grupos que divergiram em varias fases do
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processo evolutivo e hoje sdo amplamente encontrados nas mais diversas espécies (SHEEHAN et
al., 2001). Atualmente sdo encontrados tipos especificos de GSTs em cada grupo de organismos,
0 que sugere que o processo de duplicagdo e evolu¢dao acelerou apo6s a radiagdo dos filos,
seguindo um padrio de especificidade relacionada com o taxa (FROVA, 2003). Esta
diversificacdo da superfamilia das GSTs citosolicas ¢ considerada um exemplo de divergéncia
evolutiva (ARMSTRONG, 1997). A evolugdo tem modelado as proteinas de modo a torna-las
especifica para cada ambiente encontrado na natureza, assim cada enzima apresenta
especificidades diferentes para os mais diversos substratos encontrados. As GSTs de plantas sdo
um bom exemplo desta especificidade. As classes Phi e Tau, exclusivas de plantas, sofreram
uma extensa duplicagdo seguida de um processo de divergéncia, durante a evolucdo, cada uma
apresentando varias isoformas com especificidades diferentes, embora a estrutura tercidria
apresente uma alta similaridade (FROVA, 2003). Seqiiéncias distintas podem apresentar
estruturas semelhantes, isto ocorre em funcdo da estrutura ser mais conservada que a proteina
(PONTING; RUSSELL, 2002).

No momento, sete classes de GSTs sdo reconhecidas em mamiferos, sendo Alpha, Mu,
Pi especificas, e Sigma, Theta, Zeta e Omega consideradas comuns em relacao a outros taxa. As
plantas possuem seis classes, sendo Lambda, Phi, Tau e DHAR (dehidroascorbato redutase)
consideradas especificas, e as classes Theta e Zeta comuns aos outros taxa. A classe Delta de
GST ¢ considerada especifica de insetos, e a Zeta, Theta, Omega e Sigma sdo consideradas
comuns. Em bactéria, a classe especifica é a Beta, ¢ a classe Theta e possivelmente outras classes
sao consideradas comuns em relacdo ao outros taxa (FROVA, 2006).

As GSTs foram encontradas em todos os organismos aerobicos, contendo dezenas de
membros genes para cada espécie. Por exemplo, em humanos e outras espécies de mamiferos 15

a 20 diferentes genes de GST foram identificados (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005), 25
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a 60 em plantas (FROVA, 2003; McGONIGLE et al, 2000; SORANZO et al., 2004; WAGNER
et al., 2002), 10 a 15 em bactérias (VUILLEUMIER; PAGNI, 2002), mais de 10 em insetos

(RANSON; COLLIN; HEMINGWAY, 1998).

2.2 Glutationa S-transferase em plantas

A classificagdo das GSTs de plantas foi primeiramente proposta por Droog (1997) e
subseqiientemente atualizada baseada na organizagdo do gene (numero e posi¢do do intron),
similaridade da seqiliéncia de aminodcido e conserva¢ao de residuos especificos na proteina
(EDWARDS; DIXON; WALBOT, 2000). Primeiramente, trés classes distintas de GST de
plantas foram nomeadas como tipo I (denominagdo antiga da classe Phi), tipo II (atualmente
Zeta) e tipo III (atualmente Tau) [DROOG, 1997]. Logo surgiu uma quarta classe nomeada de
Theta pela similaridade com a classe Theta de mamiferos (DIXON et al., 1998). Mais
recentemente, duas classes adicionais de GST foram sugeridas: Lambda e um grupo de proteinas
dehidroascorbato redutase (DHAR) com atividade dependente de glutationa (DIXON; DAVIES;
EDWARDS, 2002; DIXON; LAPTHORN; EDWARDS, 2002).

Portanto, em plantas foram confirmadas e nomeadas seis classes de GST: Phi (GSTF),
Tau (GSTU), Theta (GSTT), Zeta (GSTZ), Lambda (GSTL) e DHAR (DIXON; DAVIES;
EDWARDS, 2002; DIXON; LAPTHORN; EDWARDS, 2002). A identidade de seqiiéncia entre
as classes ¢ via de regra menor que 30%, e dentro das classes maior que 30% (DIXON;
LAPTHORN; EDWARDS, 2002). As GSTs sdo predominantemente citosélicas e em plantas
podem constituir mais de 2% das proteinas soluveis (SCALLA; ROULET, 2002). A expressao
das diversas classes de GSTs de vegetais ¢ altamente variavel de acordo com o tecido e com
condi¢des ambientais (SORANZO et al., 2004). As classes das GSTFs, GSTUs, GSTTs, e

GSTZs estudadas sdo compostas de proteinas diméricas soliveis (DIXON; LAPTHORN;
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EDWARDS, 2002; FROVA, 2003), enquanto que as GSTLs e DHAR sdo proteinas
monoméricas, que diferem de todos os outros membros da familia de GST por conter o residuo
de cisteina (Cys) no sitio G, no lugar da serina (Ser) [DIXON; DAVIS; EDWARDS, 2002].

A classe Phi é a principal responsavel pela desintoxicagdo de herbicidas (DIXON;
DAVIS; EDWARDS, 2002), embora também esteja envolvida na deposicdo de antocianina no
vactolo (MUELLER et al., 2000). Em geral, os genes desta classe apresentam dois introns em
regides conservadas. As GSTs da classe Tau, foram primeiramente identificadas como sendo
induzidos por auxinas, ¢ também tem sido demonstrado estar envolvida na respostas de uma
variedade de estresses enddgenos e exdgenos, incluindo ataque de patdgenos, ferimentos,
toxicidade de metais pesados e temperatura (EDWARDS; DIXON; WALBOT, 2000). Seus
genes contém apenas um intron em uma posi¢do conservada. A classe Zeta participa do
catabolismo da tirosina através de uma atividade semelhante a maleilacetoacetato isomerase
(BOARD et al., 1997; DIXON; DAVIS; EDWARDS, 2002), bem como apresenta atividade
semelhante a glutationa peroxidase, ou seja, catalisam a conversdo do peroxido em oxigénio e
agua (BOARD et al., 1997), demonstrada ser induzida por etileno durante a senescéncia
(FROVA, 2003). Geralmente, os genes desta classe contém de oito a nove introns. As GSTs da
classe Theta sdo similares a classe Theta de mamiferos, mostra especificidade unica pelo
substrato ¢ ndo apresenta atividade para o CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) substrato
considerado universal das GSTs em ensaios de atividade (SHEEHAN et al., 2001). Os genes da
classe Theta contém normalmente seis introns. A classe Lambda ¢ um grupo que consiste de
duas seqiiéncias de GSTs soluveis relatadas no genoma de Arabidopsis, genes estes contendo
neste genoma oito introns. As proteinas DHAR também estdo presentes em Arabidopsis € os
genes possuem dois introns em posigdes conservadas no genoma (DIXON; DAVIES;

EDWARDS, 2002; DIXON; LAPTHORN; EDWARDS, 2002).
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A padronizacdo da nomenclatura para cada gene de GST foi proposta por Edwards;
Dixon e Walbot (2000), sendo a espécie de origem indicada por letra italica (por exemplo, Os
para Orysa sativa), seguido por GST mais uma letra indicando a classe (¥ para Phi, U para Tau, Z
para Zeta, T pata Theta, L para Lambda) e um numero progressivo indicando a ordem de
descoberta do gene em cada classe nas espécies. Para enzimas, a subunidade de composi¢do ¢é
indicada. Por exemplo, os OsGSTUI e OsGSTU?2 sao definidos como o primeiro ¢ o segundo
gene da classe Tau reportada em arroz, enquanto OsGSTU1-2 indica um heterodimero de arroz
com as subunidades Ul e U2.

No genoma de Arabidopsis thaliana foram identificados 28 genes de GSTs da classe
Tau; 13 para classe Phi; 3 para Theta; 2 genes para a Zeta; 2 para Lambda; e 4 para DHAR
(WAGNER et al., 2002). Em milho, baseado em analise de ESTs foi identificado 28 genes de
GST para a classe Tau; 12 para classe Phi; e 2 para Zeta, enquanto que em soja; foram
identificados 20 para a classe Tau; 4 para Phi; e 1 para a classe Zeta (McGONIGLE et al., 2000).
No genoma do arroz, foram identificados 40 genes associados a classe Tau; 16 a classe Phi; 3 a
classe Zeta; e 2 a Theta (SORANZO et al., 2004). As classes Phi e Tau de GST s3o as mais
numerosas e consideradas planta-especifica (FROVA, 2003). Portanto estimam-se um total de 25
e 42 genes de GSTs para soja e milho baseando-se em dados de ESTs; 61 genes de GST para
arroz ¢ 52 genes para Arabidopsis thaliana, ambos com o genoma completamente seqiienciado

(McGONIGLE et al., 2000; SORANZO et al., 2004; WAGNER et al., 2002).

2.3 GST e metabolismo de desintoxicacdo de xenobioticos em plantas
As plantas estdo expostas a uma grande variedade de agentes ambientais naturais e
antropogénicos, potenciais promotores de danos oxidativos celulares, além de produtos

citotoxicos gerados pelo proprio metabolismo primario (MARRS, 1996). A ligacao das GSTs de
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plantas a tolerancia ao estresse oxidativo estd diretamente relacionada com a inducao por ataque
de patdgenos, etileno, ferimento, ozonio, perdéxido de hidrogénio (H,0O,), acido salicilico,
herbicida e metais pesados (MARRS, 1996). Os sistemas de desintoxicagdo encontrados em
plantas evoluiram para transformar, metabolizar e eliminar esses compostos citotoxicos dos
tecidos. Em condigdes normais, o sistema antioxidante enzimatico, representado pelas enzimas
catalase, glutationa redutase, glutationa S-transferase, ascorbato peroxidase guaicol peroxidase e
superoxido dismutase, mantém as espécies reativas de oxigénio (ROS) sob controle. Entre os
efeitos das ROS esta a peroxidacdo da membrana lipidica e a formagdo de compostos altamente
toxicos derivado do DNA lesionado (MARRS, 1996). Dentre as enzimas envolvidas neste
processo, uma das mais importantes ¢ a GST, que catalisa a conjugacdo de a uma variedade de
substratos hidrofobicos e eletrofilicos, geralmente citotoxicos, produzindo conjugados soluveis
em agua destes xenobioticos, o que reduz sua toxicidade na célula (CATANEO et al., 2003). As
GSTs fazem parte de um sistema coordenado de desintoxicacdo de poluentes e pesticidas em
plantas, que foi determinado de xenoma, definido como “biossistema responsavel pela detecgao,
transporte ¢ desintoxicagdo de xenobidticos nas células.” O xenoma pode ser composto por duas
partes, que sdo responsaveis pela deteccdo/sinalizagdo e transporte/desintoxicacdo (EDWARDS
et al., 2005a).

Taxas diferenciais de desintoxicagdo sdo determinantes primarios da seletividade a
herbicida em cultivares, com o metabolismo ocorrendo em quatro fases (OWEN, 2000). A fase I
de desintoxicagdo ¢ a fase tipica da reagdo de oxidac¢do que € carreada por enzimas do sistema
citocromo P450 (WERCK-REICHHART; HEHN; DIDIERJEAN, 2000; YUN et al., 2005). A
fase II de desintoxicagdo geralmente caracterizada pela conjugacdo da molécula hidrofilica
usando agucares ou tiois, que possibilita que o produto final da fase II seja reconhecido pela fase

IIT de transporte. A GST ¢ a enzima que participa da catalise da glutationa (GSH) com o
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composto hidrofébico com proposito de aumentar a sua solubilidade de modo a facilitar seu
transporte para o vactolo (ANDERSON; GRONWARD, 1991; READE; MILNER; COBB,
2004). A fase III de desintoxicacdo envolve o transporte de moléculas conjugadas para o vactiolo
ou espaco extracelular. Os transportadores ABC é o grupo mais comum de transportadores
envolvidos nesta fase (BARTHOLOMEW et al., 2002; KLEIN; BURLA; MARTINOIA, 2006).
A fase IV de desintoxicacdo envolve a degradagdo da molécula conjugada no vacuolo ou no
espaco extracelular. As GSTs ocupam um papel central no xenoma e sdo primariamente
responsaveis pela rapidez no metabolismo de herbicidas (EDWARDS; DIXON, 2000).

Ha dois mecanismos primarios de resisténcia a herbicida em ervas daninha: (i)
resisténcia causada por mutagdes no sitio alvo do herbicida (resisténcia sitio-alvo) e (ii)
resisténcia causada por mutagdes no sitio ndo-alvo do herbicida (resisténcia sitio ndo-alvo). O
aumento da expressao dos genes (alvo ou ndo) pode estar associado aos dois tipos de resisténcia
(DINELLI et al., 2006). A evolugdo do sitio-alvo resistente depende de repetidos usos de um
unico herbicida (ou grupo de herbicidas) e/ou a exclusdo de outras taticas de controle das ervas
daninhas (TRANEL; WRIGHT, 2002). Ha efeito de dose no desenvolvimento de resisténcia a
herbicidas, quando uma alta dose de aplica¢dao do herbicida tende a promover o desenvolvimento
da resisténcia no sitio alvo, enquanto que uma baixa dose tende a promover resisténcia no sitio

nao-alvo (GARDNER et al., 1998).

2.4 Tolerancia a herbicidas em plantas

Os herbicidas representam a classe de agroquimicos mais utilizados na agricultura,
chegando a mais de 60% do total deste aplicado mundialmente (SHANER, 2003). Uma das
preocupagdes primarias sobre a utilizacdo dos agroquimicos s3o os potenciais efeitos toxicos

sobre varios organismos, incluindo os mamiferos. A maioria dos herbicidas ndo tem ou possuem
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toxicidade limitada aos animais, principalmente porque o modo de acdo desses compostos afeta
vias bioquimicas que ndo existem em mamiferos, tais como a fotossintese, biossintese de
aminoacidos essenciais e de clorofilas (SHANER, 2003).

Herbicidas seletivos sdo aqueles que controlam diversas espécies de ervas daninhas sem
causar danos significativos as culturas (HOLT; POWLES; HOLTUM, 1993). A seletividade do
herbicida pode ser atribuida a diferencas na sua absor¢do ou ao método de aplicagdo (HOLT et
al., 1995). No entanto, evidéncias fisioldgicas e genéticas indicam que o principio determinante
da seletividade do herbicida em plantas ¢ a habilidade da espécie e/ou genotipo de metabolizar e
assim se desintoxicar do herbicida. (MARRS, 1996). Um aumento na freqiiente aplicagdo de um
particular herbicida provavelmente pode ser acompanhado por uma resisténcia ao herbicida
(OWEN; ZELAYA, 2005).

De acordo com Mannervik e Danielson (1988), existem enzimas que apresentam a
capacidade de metabolizar diversos xenobioticos, entre eles os herbicidas, proporcionando, desse
modo, a desintoxicacao das plantas. Ja foram identificadas em diversas gramineas, as enzimas
GSTs envolvidas diretamente na desintoxicacdo de herbicidas (EDWARDS et al., 2005b),
resultando na formagdo de um conjugado GSH-herbicida em plantas resistentes a estes
compostos (EDWARDS et al., 2005a).

Certos genétipos de milho e sorgo sdo reconhecidamente tolerantes aos herbicidas
Triazina e Cloroacetanilida devido ao fato de conferirem altos niveis de GSTs, que catalisam a
conjugacdo Atrazine-GSH e Cloroacetanilida-GSH, resultando na conversao desses herbicidas a
formas atoxicas soluveis em agua (MARRS, 1996; CHERIFI et al., 2001; HIRASE; MOLIN,
2002). De forma similar, arroz também se mostrou resistente a ag¢do do herbicida

Cloroacetanilida por apresentar altos niveis de GSTs (SCARPONI; DEL BUONO; VISCHETTI,
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2003). Esta atividade de desintoxicagdo de herbicidas ¢ largamente atribuida aos genes da classe
Phi (DIXON et al., 2003; EDWARDS; DIXON, 2000; JEPSON et al., 1994; THOM et al., 2002).

Plantas de tabaco transformadas com o gene GSTF! de milho, demonstraram maior
tolerancia ao herbicida Alacloro, comparadas as plantas ndo transformadas. Estas plantas
transgénicas sdo potencialmente uteis para a fitorremedia¢do (técnica usada para remover ou
degradar poluentes do solo e dgua, utilizando bactérias ou plantas) dos campos contaminados da
agricultura com residuos de herbicidas (KARAVENGELI et al., 2005). Em milho submetido ao
tratamento com o herbicida Glifosato, hd a indicagdo da formagdo de um complexo Glifosato-
GSH de toxicidade reduzida (CATANEO et al., 2003), assim como em Sonchus oleraceus com
relacdo a Simazina (FRAGA; TASENDE, 2003). Com relagdo ao herbicida Fluorodifen,
espécies como algoddo, amendoim, ervilha e soja apresentam grande tolerancia aos efeitos
toxicos desse herbicida devido a formacao do conjugado Fluorodifen-GSH (MARRS, 1996). Em
cevada, foi identificada uma GST da classe Tau fortemente induzida pelo herbicida Paraquat
(KUNIEDA et al., 2005).

A atividade das GSTs varia muito também entre genotipos € em relagdo a especificidade
de substratos (MARRS, 1996). Isoformas de GSTs foram caracterizadas em milho, sendo a GSTI
(29 kDa) e a GSTII (26 kDa) homodimeras, com atividade contra CDNB e ao herbicida
Alacloro, enquanto que a GSTII (27 e 29 kDa), ¢ heterodimera, induzida por safeners contra
CDNB ¢ o Alacloro (DIXON et al., 1998). Variagdes das GSTs entre cultivares podem ser
responsaveis pela tolerancia diferencial a herbicidas (EDWARDS; DIXON; WALBOT, 2000).
Por exemplo, a linhagem de milho GT112, sensivel a atrazina revelou possuir menos que 1% da
atividade de GST apresentada pela linhagem GT112RfRf, resistente a atrazina (MARRS, 1996).

No genoma de Arabidopsis thaliana o herbicida Alacloro determinou um aumento

significativo no numero de transcritos do gene AtGSTU26, mas em relagdo ao AtGSTF9 houve
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um diminui¢ao na expressao (NUTRICATI et al., 2006). Os genes da classe Tau estdo entre os
mais expressos na soja e trigo, sendo responsaveis pela ligacdo da GSH aos herbicidas difenil-
éters e aril-oxi-fenoxi-propionatos (DIXON et al., 2003; JEPSON et al., 1994; McGONIGLE et
al., 2000). Os herbicidas cloroacetamida dimetenamida (RIECHERS et al., 1997), o fenoxaprop-
etil (CUMMINS; COLE; EDWARDS, 1997) ¢ o sulfunilurea (KOEPPE et al., 1997) foram
rapidamente desintoxicados via conjugacdo com o tripeptideo GSH. O contrario do observado
para as demais culturas, a atividade da GST nas folhas de cana-de-agticar sdo inibidas pelos
herbicidas 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) e 2,4,5-Triclorofenoxiacético (2,4,5-T); mas com o
inseticida Hexaclorociclohexano (muito usado na prote¢do da cultura) a atividade da enzima foi

alta (SINGHAL et al., 1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Caracterizar os genes das diversas classes de GST de cana-de-aglicar por andlise
filogenética e perfil de expressao em tecidos/6rgaos da planta e em genotipos de cana-
de-agucar contrastantes para o efeito a diversos tipos de herbicidas por amplificacao

quantitativa de transcritos reversos (RT-qPCR).

3.2 Especificos
e Identificar todas as seqiiéncias dos genes codificadores da enzima GST de cana-de-
acucar disponiveis no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnological

Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/), baseando-se nos 61 genes

ortdlogos de arroz (SORANZO et al., 2004);

e C(lassificar os genes codificando as diversas classes de glutationa S-transferase de
cana-de-agucar por meio de analise filogenética em comparagao com os genes de GST

de arroz;

e Determinar a expressdo dos genes das GSTs por andlise transcricional via RT-qPCR
dos tecidos/o6rgdos da planta e do tecido foliar das cultivares (‘SP87-365" e ‘SP80-

3280’) consideradas contrastantes ao efeito dos herbicidas.
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4 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratorio de Melhoramento de Plantas do

Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), Piracicaba, SP.

4.1 Material vegetal e ensaios

Foram utilizadas plantulas de cana-de-agtcar (Saccharum spp.) micropropagadas na
biofabrica do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), Piracicaba, SP, cultivadas em bandejas
(28 plantulas por bandeja) com substrato estéril de areia e vermiculita (2:1 v:v), por 30 dias. No
primeiro ensaio foram coletadas amostras de colmo, inflorescéncia, limbo foliar, meristema e raiz
de plantas cultivadas sem nenhum tratamento. Amostras do meristema foram coletadas da
cultivar ‘SP87-432’; de colmo foram coletadas da F; derivada do cruzamento da ‘SP80-180’ e da
‘SP 80-4966’; e por fim de inflorescéncia, limbo foliar e raiz foram coletados da cultivar ‘SP80-
3280°. As amostras vegetais foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas
a -80°C para posterior extragdo de RNA total.

No segundo ensaio, foram coletadas amostras das cultivares ‘SP87-365" e ‘SP80-3280°
(presumivelmente sensivel e tolerante a herbicidas, respectivamente), submetidas aos tratamentos
com dose inteira recomendada dos herbicidas; 5 L ha’ Ametryn (triazina; produto comercial
AMETRINA), 5 L ha” Diuron (derivado de uréia; produto comercial DIURON), 110 g ha™!
Imazapic (imidazolinona; produto comercial PLATEAU 70 DG) e 120 g ha" Isoxaflutole
(isoxazole; produto comercial PROVENCE 750 WG), sendo estes considerados de maior
importincia para a cultura da cana-de-actcar. Isoxaflutole e Diuron sdo herbicidas de aplicacao
em pré-emergéncia, pois no campo, ao se repetir a aplicagdo apds o primeiro corte, esses

herbicidas agem nas plantas de forma pds-emergente, causando danos severos a cultura. No caso
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da Ametryn e Imazapic, os efeitos toxicos também sdo expressivos, entretanto, diferentemente
dos primeiros, ambos sdo herbicidas de aplicagdo em pods-emergéncia. As aplicagdes dos
herbicidas foram realizadas de uma s6 vez através de bomba pulverizadora costal. Os
procedimentos de escolha e aplicacdo dos herbicidas foram conduzidos sob orientagdo do Prof.
Dr. Pedro Jacob Christoffoleti (ESALQ / USP — Piracicaba).

Foram utilizados cinco tratamentos (controle + 4 herbicidas) por cultivar, sob condi¢des
controladas de casa-de-vegetagdo. As amostras de tecido foliar de 5 plantulas (por tratamento)
nos periodos de 0 e 48 h foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido apos a coleta e

estocadas a -80°C para posterior extracdo de RNA total.

4.2 Identificaciio de genes associados a GST

Foi realizada a busca das diversas seqiiéncias de GST de cana-de-agucar no banco de
dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/) utilizando a ferramenta Megablast,
baseando-se nos 61 genes ortdlogos de arroz (SORANZO et al., 2004) equivalente as quatro
classes da enzima (Phi — F; Tau - U; Theta - T; e Zeta - Z). As seqiiéncias que apresentaram alta
similaridade (E value < 10”) em relago aos genes de arroz foram analisadas individualmente no
Blast para confirmar sua identidade. Depois de confirmada a identidade das seqiiéncias de cana-
de-agcucar, foi utilizado o banco de dados de Saccharum  Gene  Index
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/tc_ann.pl?gudb=s_officinarum) para identificar as
seqiiencias consenso ou agrupamentos de ESTs (clusters ou TC - tentative consensus). Os
consensos identificados foram traduzidos no programa ORF Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) ou BCM Search Launcher six-frame translation
(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seq-util.html), a partir da identificagdo do melhor

quadro de leitura.
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4.3 Classificacdo dos genes de GST por analise filogenética

A partir da identificagdo dos agrupamentos de ESTs de cana-de-agucar, as seqiiéncias
completas da proteina GST foram utilizadas para a analise filogenética. Alinhamentos multiplos
das seqiiéncias de aminoacidos das GSTs de cana-de-agtcar e arroz foram realizados com o
programa ClustalW (http://align.genome.jp/). As arvores filogenéticas foram obtidas utilizando
as fungdes de maxima parcimdnia no programa PAUP 4.0b10 (SWOFFORD, 1998), com valores
de bootstrap indicando a porcentagem em que cada ramo da arvore obteve a formacao
apresentada (FELSENSTEIN, 1985). A visualizacdo dos fenogramas foram realizadas com o
programa TreeView (PAGE, 1996).

Foi realizada outra analise utilizando a ferramenta Blast 2 Sequences
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi), para determinar qual agrupamento de
EST de cana-de-agucar que melhor pareava com o gene de arroz. A classificacdo das seqiiéncias
de cana-de-actcar em fungao dos genes de arroz foi baseada na nomenclatura de GST de plantas

proposta por Edwards, Dixon e Walbot (2000).

4.4 Construgio de iniciadores para os genes de GST

Depois da classifica¢do, foram desenhados iniciadores (primers) direcionadores para a
regido 3'UTR dos genes de GST de cana-de-agticar com auxilio do programa on-line Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), ajustado com os pardmetros padrio,
exceto: tamanho do amplicon variando de 100 a 300 pb; tamanho do primer entre 18 e 22 pb
(6timo a 20 pb); temperatura de anelamento entre 59 e 61°C (6timo a 60°C); contetido GC% entre
40 e 60% (6timo a 50%); fator de auto-complementariedade maxima inicial de 3,0; fator de auto-
complementariedade maxima na regido 3" de 0. Dentre os pares de iniciadores obtidos para os

gene de interesse, foram selecionados aqueles com melhores caracteristicas usando o programa
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on-line NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer) em relacdo a estabilidade e
eventual ocorréncia de pareamento indesejavel, como a formagao de alcas (hairpins), dimeros do
mesmo iniciador (primer-dimer) e entre o par de iniciadores (cross dimer). Os iniciadores
especificos sintetizados (Tabela 1) foram ressuspendidos na concentragio estoque de 1 pg pL™

em agua ultrapura (Milli-Q) estéril e armazenado a -20°C.
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Tabela 1 - Descrigdo dos iniciadores desenhados para os genes de GST de cana-de-agucar; estdo listados
com suas respectivas siglas do gene, seqiiéncia dos iniciadores, numero de acesso (TC n°),
tamanho do amplicon (pb) e presenca ou auséncia de intron nas classes de GST em arroz. O
acesso ¢ o numero de identificacdo da seqiiéncia (tentative consensus - TC) no banco de dados
de Saccharum Gene Index.

Gene Seqiiéncia (5-3") TC n° Amplicon (pb) intron
F: TGAAGGCTTGGTGGGATG
ScGSTE2 R: CGGGGTAGGTTGGCTTATTT ~ TC24463 216

F: TGGGAAGAAAGAAGGTGGTG

ScGSTE3 R: GCAAATGCAAGCTGGAAGA — TC34616 4
SCGSTFS 1 GATGGTGAAGTGGCTGAGGT  TCA1083 102 *
SCGSTFS | ITCANTCTCACGGCAAGGA  TC32542 190
SCGSTFI4 1 g (GGCGATGGTOANGTTGT | TC32541 105
SCGSTFIS g CGAAAGGAAGACACGAGACA  TC32T58 s
SCGSTUS A CCCAGAAGTCCAGAAGCAC  TC33S3S 141
SCGSTUS 1 CEATGCCACCAAGARGG  TC36197 155
SCGSTUIS 1 CGAACCAGAACAAGAAGGAGE  TC3T214 142 *
ScGSTU31 ~ F: ATGGTCCCAAGTGAGCAAAA 1) - 129
R: CTAAACAAACGGGGCAAGAA
SeGSTUSS g CCoANACCCCTICTACTGCT  TCAG0S4 136
SCGSTZZ b/ GGGCATCATTAGGGAARGAG  TC4S2T3 120 *
SeGSTZS R TGACGAACTGACGATTGCCT  TC2395] 104
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4.5 Clones de EST

Foram escolhidos clones de EST, a partir da seqiiéncia consenso dos genes de GST de
cana-de-agucar no banco de dados de Saccharum Gene Index. Foram adquiridos 18 clones de
genes codificadores de GST; sendo sete da classe Phi (F); sete da Tau (U); um da classe Theta
(7); e trés da Zeta (Z) [Tabela 2] do Centro Brasileiro de Estocagem de Genes (BCCC- Brazilian

Clone Collection Centre, Jaboticabal - SP),

Tabela 2 - Descricdo dos clones selecionados a partir dos genes de GST de cana-de-agticar identificados;
estdo listados com suas respectivas siglas do gene; clone de EST; nome do clone; e tamanho

estimado (pb).
Gene Clone de EST Nome do clone  Tamanho (pb)
ScGSTF2 SCVPFL3047A04 2 934
ScGSTF3 SCBGLR1003E05 F3 693
ScGSTF4 SCBGRT3015C11 F4 803
ScGSTF5 SCAGHRI1019E10 FS 630
ScGSTF6 SCJFRZ3C03HO05 F6 678
ScGSTF14 SCRUSB1062A08 Fl4 530
ScGSTF15 SCIJFST1014G04 Fl5 880
ScGSTU1 SCBFSD1036B07 Ul 809
ScGSTUS SCSGLV1008B02 U3 586
ScGSTUS SCCCRT2C02A12 U8 618
ScGSTUI3 SCAGRT2041B09 Ul3 667
ScGSTU17 SCJLRT1006C02 Ul7 708
ScGSTU31 SCVPCL6047HO05 U3l 679
ScGSTU39 SCRURT2009C11 U39 480
ScGSTTI1 SCEPLR1030D09 T1 596
ScGSTZ1 SCCCFL8003C02 71 802
ScGSTZ2 SCJLRTI1018E06 72 580

ScGSTZ3 SCEQSD2075C01 73 730
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Apo6s o recebimento, as coldnias isoladas da placa de cada clone foram transferidas para
5 mL de meio liquido LB (Luria-Bertani, composto de 10 g L™ triptona, 10 g L' NaCle 5 g L™
extrato de levedura) com 100 pg mL™ ampicilina, ¢ mantidas em agitagdo (150 rpm) constante a
37°C durante aproximadamente 17 h. Apds o crescimento das coldnias, 1,5 mL do foi submetido
a centrifugacdo por 1 min a 12.000 g. O sobrenadante foi descartado, e esse procedimento
repetido por mais uma vez para aumentar o rendimento da miniprepara¢do (protocolo de extragao
de DNA plasmidial por lise alcalina). Em seguida, o precipitado de células foi totalmente
ressuspenso em 200 uL de Solucdo I (50 mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8,0 e 10 mM
Na,-EDTA pH 8,0) com a ajuda do “vortex” e incubado a temperatura ambiente por 10 min. No
préximo passo foi acrescentado 200 puL. de Solugdo II (0,2 M NaOH e 1,0% SDS), misturado por
inversao e incubado no gelo por 5 min. A seguir, foi acrescentado 150 pL. de Solugao III (3 M
KOACc pH 5,5), também misturado por inversao e incubado no gelo por 5 min. Posteriormente,
foi realizada uma centrifugacdo a 12.000 g por 10 min. Apds a mesma, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, aos quais foram adicionados 500 pL de fenol:cloroférmio:alcool
1soamilico (25:24:1) e novamente centrifugado por 1 min. A fase aquosa superior foi transferida
para um novo tubo, adicionado 1 mL de 100% etanol, misturado por inversao e incubado a -20°C
por aproximadamente 30 min. Depois de incubado, o precipitado foi centrifugado a 12.000 g por
5 min e o liquido sobrenadante foi descartado. Foi realizada a lavagem do precipitado com 500
uL de 70% etanol e novamente centrifugado a 12.000 g por 5 minutos. O precipitado (DNA
plasmidial) foi deixado a temperatura ambiente até a secagem, € posteriormente ressuspendido
em 30 pL de TE (10 mM Tris HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) com RNAse (50 pg mL™).

O DNA plasmidial foi verificado por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao

SB (10 mM NaOH pH 8,5; ajustado com 4cido borico) [BRODY; KERN, 2004] a3 V cm™. As
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amostras foram coradas com SYBR green 10X (0,25% azul de bromofenol; 0,25% xilenocianol; e
15% ficol tipo DL) e visualizadas por iluminagdo UV (302 nm). A aquisi¢do da imagem do gel
foi feita com a camera digital e processada no programa Kodak Digital Science 1D (Kodak,
Japdo). Apods a confirmagdo da integridade do DNA plasmidial obtido por lise alcalina, a

presenga e identificacdo do clone de GST completo foi confirmada por seqiienciamento.

4.6 Extracio de DNA genomico

As folhas tenras da cultivar ‘SP80-3280° foram colhidas para extracdo de DNA,
utilizando o protocolo proposto por Al-Janabi, Forget ¢ Dookun (1999). Resumidamente, cerca
de 1,5 g de folhas do palmito foram maceradas em nitrogé€nio liquido e transferidas para o tubo
de 50 mL tipo Falcon, contendo 6 mL de tampao de homogeneizagao (200 mM Tris-HCI pH 8,0;
50 mM EDTA pH 8,0; 2,2 M NaCl; 2% CTAB; 0,06% sulfito de sédio). Ao extrato foram
adicionados 2 mL de 5% N-lauryl-sarcosine, 2 mL da solucdo 10% PVP (polivinilpirrolidona), 2
mL de 20% CTAB pré-aquecido. Os tubos foram misturados por inversdo e incubados a 65°C
por 60 min em banho-maria, agitando-se ocasionalmente. As amostras foram entdo resfriadas a
temperatura ambiente, ¢ um volume igual de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) foi
adicionado. A mistura foi agitada manualmente por 2 min e em seguida centrifugada a 10.000 g
por 10 min. A fase aquosa foi transferida para novo tubo e um volume igual de isopropanol
gelado, seguido de 2 mL de 5 M NacCl foram acrescentados. A solucdo foi incubada a -20°C por
pelo menos 1 h. O DNA precipitado foi centrifugado a 10.000 g por 10 min, lavado com 10 mL
de 70% etanol e novamente centrifugado. O pellet foi transferido para um tubo de 1,5 mL e

ressuspenso em 200-400 puL de TE (10 mM Tris HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) com RNAse
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(10 ng mL™). Os tubos foram incubados a 37°C até a dissolu¢io completa do DNA gendmico e

armazenado a —20°C.

4.6.1 Quantificacdo do DNA gendmico

A integridade do DNA gendmico extraido foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 0,8% - em tampio SB (BRODY; KERN, 2004) a 2 V cm™, aplicando-se uma aliquota de
2 pL do DNA de cada amostra. Para determinar a concentracdo do DNA gendmico extraido, foi
realizada quantifica¢do utilizando-se uma aliquota de 5 pL do gendmico, adicionando-se o
corante H33258 (Hoescht®) para leitura fluorescéncia em um fluorimetro DyNA Quant 200 (GE

Healthcare Bio Sciences). O DNA gendmico foi diluido para a concentragdo de 100 ng pL™.

4.7 Extraciao de RNA total

Foi realizada a extracdo do RNA total do limbo foliar e outros tecidos de cana-de-
acucar, com cerca de 200 mg das amostras seguindo as especificacdes do fabricante de Trizol
(Invitrogen®), que consiste em uma solugdo mono-fasica de isotiocianato de guanidina/fenol.
Para o procedimento de extragdo do RNA, bem como para as etapas que se seguiram, foram
tomados os devidos cuidados a manutengdo da integridade do mesmo. Para tanto, todos os
utensilios utilizados foram previamente tratados com agua ultrapura (Milli-Q) estéril adicionada
de dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,01% e submetidos a esterilizagdo em autoclave por 40 min a
120°C e 1 atm de presséo.

Cada amostra foi macerada em nitrogénio liquido com a adi¢do de um antioxidante no
momento da maceragdo, o polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 5%. Ao macerado foi adicionado 1

mL de Trizol (Invitrogen®), submetendo-se a agitacdo em vortex por 30 s. O extrato foi
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homogeneizado e incubado por 5 min a temperatura ambiente, para permitir a completa
dissociacao dos complexos de nucleoproteinas. Em seguida centrifugado a 12.000 g por 10 min a
4°C. Apos a centrifugagdo, a mistura foi separada em uma fase inferior vermelha (fase fenol-
cloroférmio), interfase e a fase aquosa superior incolor. A fase aquosa foi transferida para um
tubo novo, onde foram acrescidos 200 pL de cloroférmio, que foi emulsificado sob agitagdo,
seguido de incubagdo a temperatura ambiente por 5 min. A emulsdo foi entdo centrifugada a
12.000 g por 15 min a 4°C; transferida novamente para um novo tubo e o RNA foi precipitado
com 500 pL de isopropanol, por 10 min a temperatura ambiente. Seguiu-se uma centrifugacao
nas mesmas condigdes, sendo o sobrenadante descartado cuidadosamente e adicionando-se ao
precipitado (pellef) 1 mL de 75% etanol gelado preparado com agua ultrapura (Milli-Q) estéril
tratada com DEPC a 0,01%, passando por nova agitacdo e centrifugacdo a 7.500 g por 5 min a
4°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram mantidas em temperatura ambiente até a
secagem total, e entdo foram ressuspendidas em 50 pL de agua ultrapura (Milli-Q) estéril tratada

com DEPC a 0,01 % e mantidas em freezer a -80°C até o procedimento das etapas seguintes.

4.7.1 Quantificacdo de RNA total

A integridade do RNA total extraido foi confirmada por eletroforese em gel de agarose
1,2 % - tampao SB (BRODY; KERN, 2004) a3 V cm'l, aplicando-se uma aliquota de 2 pL do
RNA total de cada amostra. Para a determina¢do da concentragdo e pureza do RNA total
extraido, uma aliquota de 2 uL foi retirada para leitura da densidade Optica no espectrofotometro
Smarspech 3000 (BioRad®, Hercules, CA, EUA) em 260 nm e razao de 260/280 nm,

respectivamente.



41

4.7.2 Tratamento com DNAse

Depois da quantificagdo, cerca de 2 pg do RNA extraido de cada amostra foi submetido
a tratamento com a enzima DNAse I (Fermentas Life Sciences®). Para tanto, seguiu-se as
especificagdes do fabricante utilizando-se 1 U de DNAse I acrescida de tampao apropriado, 2 U
de RNAse “out” (Invitrogen®) e dgua ultrapura (Milli-Q) estéril tratada com DEPC a 0,01% para
um volume final da reacdo de 10 pL. O tubo foi incubado no termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems) a 37°C por 30 min. Em seguida foi adicionado 1 pL de 25

mM EDTA, incubado 65°C por 10 min e seguido a 4 °C para a inativagdo da enzima.

4.7.3 Sintese de cDNA
A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando-se 2 pug do RNA tratado com

I™ Reverse Transcriptase (Promega®),

DNAse, seguindo as especificagcdes do kit Improm-I
adicionado-se 500 ng do iniciador poli-T (oligo-dT 18 pb) e dgua ultrapura (Milli-Q) estéril
tratada com DEPC a 0,01% para volume final de 5 pL. O RNA foi desnaturado a 70°C por 10
min e resfriado a 4°C por 5 min. Em seguida, foi adicionado 3 mM de MgCly; 0,5 mM de dNTPs
: 2 U de RNAse “out” (Invitrogen®); 1 U da enzima Improm-II"™ Reverse Transcriptase em
tampao apropriado; e agua ultrapura (Milli-Q) estéril tratada com DEPC a 0,01% para um volume
final da reacdo de 15 pL. A reagdo de transcri¢do reversa foi realizada no termociclador

GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas seguintes condigdes de termociclagem:

25°C por 5 min, 42°C por 60 min e 70°C por 15 min; depois armazenada a -20°C.
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4.7.4 Analise da identidade dos iniciadores por RT-PCR

Com o objetivo de certificar a identidade de amplificacdo dos iniciadores dos genes de
GST de cana-de-agucar (Tabela 1) a serem utilizados nas andlises de RT-qPCR, foi conduzida a
reacdo de amplificacdo no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
visando a purificagdo, clonagem e seqiienciamento do produto obtido dos amplicons. O volume
total da PCR foi de 25 uL; adicionando-se 1 pL. do cDNA tratado com DNAse na diluigao 1:10
(viv) [pool das amostras do 2° ensaio]; 0,2 mM de dNTPs; 0,2 uM de cada iniciador; 2 mM de
MgCl,; 1 U da enzima Platinum 7ag DNA polimerase (Invitrogen) em tampao apropriado; e agua
ultrapura (Milli-Q) estéril. A termociclagem foi conduzida a 94°C por 4 min; 45 ciclos de 94°C

por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 30 s; e 72°C a 3 min.

4.7.5 Clonagem e transformacio génica

Cerca de 25 pL de cada amostra amplificada foi separado eletroforeticamente em gel de
agarose 1,0 % - tampdo SB (BRODY; KERN, 2004) a 3 V cm™. Apos a separagdo no gel, a
banda obtida foi isolada com o auxilio de um bisturi esterilizado para purificagdo empregando o
kit GFX PCR DNA and gel band purification (Amersham Biosciences). Verificou-se a
integridade do produto purificado, submetendo o mesmo novamente a eletroforese em gel de
agarose 1,2% em tampdo SB a 3 V cm”. Apos a quantificacio, foi realizada a ligagio do
amplicom purificado em no vetor de clonagem pGEM-T Easy PCR Product Cloning kit
(Promega) seguindo as especificagdes do. A ligagdo foi mantida a 8°C por 17 h. Apo0s esse
periodo, 2 puL da ligagdo foram transferidos para um tubo contendo 40 uL células competentes de
E. coli DH10B. Posteriormente, utilizou-se a técnica de eletroporacdo das bactérias, utilizando-

se um eletroporador modelo micropulser — BioRad® e em cubetas de 0,2 pm foi aplicado um
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pulso de corrente elétrica de 1,8 kV durante 3,4 s. Logo em seguida, foram transferidas para um
tubo contendo 1 mL de meio liquido LB ¢ mantidas durante 1 h em agitagdo constante a 37°C.
Procedeu-se a uma centrifugacdo por 5 min a 2.000 g para a sedimentacdo das bactérias ¢ o
sobrenadante foi descartado. Um volume de 100 uL de célula foi plaqueado em meio s6lido LB
contendo 100 ug mL™ de ampicilina; adicionado de 40 uL de 100 mM IPTG (isopropil B-D-
thiogalactopiranosidae); ¢ 25 pL de 120 mM X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galacto-
piranosideo). As placas foram mantidas a temperatura de 37°C por 17 h para promover o
crescimento e isolamento de coldnias contendo o inserto do fragmento de interesse. As colonias
brancas isoladas foram transferidas para 5 mL de meio liquido LB com 100 pg mL™ de
ampicilina, e mantidas em agitagdo constante a 37°C durante aproximadamente 17 h. Apds o
crescimento das colonias; 1,5 mL do volume foi submetido a centrifugagdo por 1 min a 12.000 g
a 20°C. O sobrenadante foi descartado, ¢ esse procedimento repetido por mais uma vez para
aumentar o rendimento da minipreparagdo (protocolo de extracio de DNA plasmidial por lise
alcalina).

Para a verificacdo do DNA plasmidial foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
0,8% em tampao SB. Apods a confirmagdo da integridade do DNA plasmidial por eletroforese, a
identidade das seqiiencias de GSTs (amplicom) clonadas no vetor foram confirmadas por

seqlienciamento.

4.8 Seqiienciamento e analise dos resultados
Amostras de DNA plasmidial (clones de ESTs e as seqiiéncias de GST clonadas no
vetor) foram amplificadas no termociclador GeneAmp PCR System 9700 em reac¢des de 10 []

contendo 100 ng de DNA plasmidial; 3 uL de 2,5X tampao Save Money (200 mM Tris-HCI, pH
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9.0; 5 mM MgCl.6H,0); 1 uL do kit DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing (Amersham
Biosciences®); 0,25 uM do iniciador universal T7; e dgua ultrapura (Milli-Q) estéril. A reagdo de
seqlienciamento foi estabelecida com o seguinte perfil: 30 ciclos de 20 s a 95°C; 15 s a 50°C; 1
min a 60°C, finalizando com 10 min a 4°C. Os produtos amplificados foram precipitados com 60
uL de 100% etanol e 2 uL de 3 M acetato de sodio, centrifugados por 45 min a 8.000 g a 4°C,
seguido por lavagem com 150 pL de 70% etanol, centrifugado novamente por 15 min e a
secagem do pellet foi realizada a 37°C por 1 h. O precipitado foi entdo ressuspenso em tampao
de seqiienciamento (80% v/v formamida deionizada; 20% loading buffer), para carregamento em
gel de poliacrilamida para analise em seqiienciador automatico ABI-3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA. USA), gentilmente cedido pela Prof'. Dr*. Sui Mui Tsai
(CENA, Piracicaba).

Os cromatogramas gerados foram examinados, para qualidade e presenga de vetor com o
programa Phred/Phrap/Crossmatch (EWING; GREEN, 1998; EWING ET AL., 1998), agrupadas
com o Cap3 (HUANG; MADAN, 1999) e as seqiiéncias resultantes foram submetidas a busca
por similaridade no GenBank (nr) e no Saccharum Gene Index através de BlastN e BlastX

(McGINNIS; MADDEN, 2004) para identificacdo de eventuais anotagdes presumiveis.

4.9 Amplificac¢io dos clones de EST com os iniciadores dos genes

Depois de confirmada a especificidade dos clones, foi realizada amplificagdo no
termociclador GeneAmp PCR System 9700 empregando os 18 iniciadores dos genes de GST
(Tabela 1) com o DNA plasmidial dos 18 clones de EST (Tabela 2) para determinar a

especificidade de cada clone com seu respectivo iniciador. O volume total da PCR foi de 25 pL

contendo-se 100 ng de DNA plasmidial; 0,2 mM de dNTPs; 2 mM de MgCly; 0,2 uM de cada
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iniciador; 1U de enzima Platinum 7ag DNA polimerase (Invitrogen) em tampao apropriado; e
agua ultrapura (Milli-Q) estéril. A termociclagem foi conduzida a 94°C por 4 min; seguido de 35
ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 30 s; e finalizando a 72°C por 3 min. O

produto da PCR foi fracionado por eletroforese em gel de agarose 1,4 % em tampao SBa3 V cm’

1

4.10 Amplificacdo dos cDNAs e gendomico com os iniciadores dos genes

Como o objetivo de observar a presenga de intron nas seqiiéncias gendmicas de cana-de-
acucar, foi realizado reacdo de amplificacdo com 1 uL do cDNA 1:10 (v:v) [pool das amostras do
1° ensaio]; ou 1 uL do cDNA 1:10 (v:v) [pool das amostras do 2° ensaio]; ou 1 pL. do DNA
genomico 100 ng (‘SP80-3280"). O volume total da PCR foi de 25 pL adicionando-se 0,2 mM
de dNTP; 2 mM de MgCl,; 0,2 uM de cada iniciador (Tabela 1); 1U de Platinum 7aq DNA
polimerase (Invitrogen) em tampdo apropriado; e 4agua ultrapura (Milli-Q) estéril. A
termociclagem foi conduzida a 94°C por 4 min; seguido de 45 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por
30 s e 72°C por 30 s; e finalizando a 72°C por 3 min. Foi utilizado 25 pL do produto da PCR

fracionados por eletroforese em gel de agarose 1,4 % em tampado SB.

4.11 Analise da expressao génica por RT-PCR quantitativo

As reagdes de PCR quantitativo em Tempo Real foram conduzidas empregando SYBR
Green® (Molecular Beacons) no sistema de RotorGene-3000 (Corbett Research). A reagdo de
amplificacdo foi realizada num volume final de 10 pL, contendo 1 uL do cDNA diluido (v/v); 0,5
uM de cada iniciador; 5 pl de Platinum SYBR-green qPCR SuperMix-UDG 2X (Invitrogen); e

agua ultrapura (Milli-Q) estéril. O perfil da reagdo foi estabelecido com duas etapas constantes
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de: 50°C por 2 min e 95°C for 2 min; seguido de 45 ciclos de 95°C por 20 s, 60°C for 30 s. Um
protocolo de dissociacdo foi adicionado ao final da termociclagem, ajustado de 72°C a 95°C
(curva de melting), determinando a curva de dissociacao dos produtos da PCR.

Todos ensaios de RT-qPCR incluiram amostras em triplicatas (10™"); controle negativo
(dgua ultrapura estéril como DNA molde) em duplicatas e o estabelecimento de curva padrio
composta de triplicatas das diluigdes seriais (107, 107 e 107) do pool de cDNA das amostras.
Foram realizados dois ensaios para validar a expressao relativa dos genes de GST de cana-de-
acucar em relacdo ao gene de referéncia (housekeeping gene). No primeiro ensaio foi utilizado
cDNA das amostras de colmo, inflorescéncia, limbo foliar, meristema e raiz. Para a
determinagdo da curva padrao foi utilizado diluigdes seriais do poo/ de cDNA das amostras dos
tecidos/orgdos. Como genes de referéncia foram utilizados os genes de cana-de-agtcar ortélogos
aos que codificam as proteinas de arroz [B-actina (Actina), Tubulina B-2/B-3 (Tubulina),
poliubiquitinas 1 e 2 (UbiQ) e glyceraldeido-3-fosfato desidrogenase/citossolica (GAPDH)
[ISKANDAR et al., 2004] e a proteina ribossémica rpl35-4 (CALSA JR; FIGUEIRA; 2007),

mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Genes referéncia testados, com seqiiéncia dos iniciadores, numero de acesso (TC n°), tamanho
do amplicon (pb) e presenga ou auséncia de intron no genoma de arroz. O acesso é o nlimero
de identificacdo da seqiiéncia (tentative consensus - TC) no banco de dados de Saccharum

Gene Index.
Iniciadores Amplicon |,
Gene TC n° Intron
Foward Reverse (pb)
Actina CTCAACCCCAAGGCTAACAG GGCATGAGGAAGGGCATAA  TC23717 195 ?
GAPDH CCGTCAACGACCCCTTCAT GCAGCCTTGTCCTTGTCAGT TC64714 236 ?
Tubulina CTCCACATTCATCGGCAACTC  TCCTCCTCTTCTTCCTCCTCG — TC48524 103 9

UbiQ1 AGCCTCAGACCAGATTCCAA  AATCGCTGTCGAACTACTTGC TC56495 158 -
UbiQ?2 CTTCTTCTGTCCCTCCGATG TCCAACCAAACTGCTGCTC TC56667 159 -
rpl35-4 CTGAAGACGGAGAGGGAAAA GGCGAAGAGAAACTAACAC  TC57186 264 ?
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No segundo ensaio foi utilizado cDNA do tecido foliar das cultivares ‘SP87-365" e
‘SP80-3280° aos diversos herbicidas, nos tempos de 0 e 48 h apos aplicagdo. Para a
determinagdo da curva padrdo foi utilizado dilui¢des seriais do pool de cDNA das cultivares
tratadas por tempo (0 e 48 h) de exposicdo aos herbicidas. Como genes de referéncia foram
utilizados os genes de cana-de-agucar ortélogos aos que codificam as proteinas de arroz [3-actina
(Actina), Tubulina 3-2/B-3 (Tubulina) [ISKANDAR et al., 2004] e a proteina ribossomica rpl35-
4 (CALSA JR; FIGUEIRA; 2007). A aquisicdo dos dados em tempo real foi efetuada com o
programa RotorGene Real-Time Analysis 6.0 (Corbett Research, Australia), o qual forneceu os

valores de ciclo-limite de leitura (Cr, ou cycle threshold), eficiéncia da PCR (E) e R* associada.

4.11.1 Delineamento experimental e estabilidade génica

No primeiro ensaio, a expressao génica foi avaliada em triplicatas de cada amostra dos
cinco tecidos/6rgaos para cada um dos 14 pares de genes e designada com os seguintes simbolos:
colmo (C), inflorescéncia (I), limbo foliar (L), meristema (M) e raiz (R). No segundo ensaio, a
expressao génica foi avaliada em triplicatas de cada amostra dos cinco tratamentos (controle + 4
herbicidas) por cultivar para um dos 10 pares de genes de GST e designada com os seguintes
simbolos: herbicida Ametryn (A), Diuron (B), Imazapic (C) e Isoxaflutole (D).

A andlise da curva padrdo da dilui¢do serial do pool de cDNA das amostras serviu como
referencial para calcular as concentragdes de transcritos com base em um modelo de regressao
linear, valores logaritmicos das concentragdes e com o threshold, ou seja, o limite de detecgdo de
estabelecido em 10% da fluorescéncia. Esses valores de concentracdes serviram para calcular a
variagdes ¢ a estabilidade de expressdo génica, e assim avaliar os candidatos a genes de

A s . 2 . . . 2 .
referéncia. O coeficiente R” resultante foi considerado como ideal com valores de R” acima de
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0,98; o valor de M (inclinagdo da reta) entre -3 e -4 foi considerado aceitavel, sendo seu 6timo
em torno de 3,6. A eficiéncia ideal deve ter valor igual a 1, o que corresponde a uma eficiéncia
de amplificagdo = 2 (dobrando a cada ciclo), ou seja, 100%, no entanto, foi considerado
satisfatorio valores entre 90 e 110%.

Com o auxilio do programa BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) disponivel em
http://www.gene-quantification.de/bestkeeper.html, o gene de referéncia ideal para os ensaios foi
estabelecido. Para a normalizagdo em cada uma das amostras analisadas, calculou-se a variagao
quantitativa de expressdo dos genes de GST (alvo) de forma relativa ao gene referéncia com o
auxilio do programa Relative Expression Software Tool (REST-384), de autoria de Pfaffl; Horgan
e Dempfle (2002) disponivel em http://www.gene-quantification.com/rest.html. A utilizagdo
deste programa permitiu uma estimativa de expressao génica com o nivel de significancia dos

genes alvo em relag@o ao gene de referéncia.

4.12 Analise por Southern blot

4.12.1 Purificacio dos clones de EST

Foram escolhidos quatro clones de GST (F4; Ul; T1; e Z3) representando cada uma das
classes para serem utilizados como sondas na analise de Southern, considerando na selegdo as
seqiiéncias mais proximas da regido 5’ do consenso. As sondas foram preparadas a partir da
purificacdo de produtos amplificados por PCR, seguido de digestdo para remocdo de pequenos
trechos do vetor. Os clones foram amplificados por uma reacdo de PCR de 25 puL de volume
final, contendo 100 ng de DNA plasmidial; 0,2 mM de dNTP; 2 mM de MgCl,; 1 U de Platinum

Taq DNA polimerase (Invitrogen) com tampao apropriado; 0,2 uM de cada iniciador (T7 e SP6);
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e agua ultrapura (Milli-Q) estéril. A amplificagio foi conduzida a 94°C por 4 min; seguida de 35
ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 30 s; € 3 min finais a 72°C. O produto foi
quantificado em gel de 1,4 % em tampao SB, e o restante da reagdo (20 pL) foi digerido com
enzimas EcoRI e Hindlll (1 U de enzima por pg de DNA - Fermentas®™) por 2 h a 37°C. As
reacdes de digestdo foram aplicadas em gel de agarose 1% e os fragmentos referentes as sondas
foram visualizados por iluminagdo UV (302 nm), cortados do gel, e purificados utilizando o kit
GFX PCR DNA and gel band purification (Amersham Biosciences). A concentragdo de DNA de
cada sonda purificada foi determinada indiretamente pelo programa Kodak Digital Science 1D
(Kodak, Japdo). As sondas foram entdo diluidas na concentragdo de 10 ng pL™, para serem

utilizadas nas reagdes de marcagao radioativa.

4.12.2 Digestao do DNA genomico

Vinte e cinco pg de DNA gendmico de cana-de-acucar (‘SP80-3280’) foram digeridos
com as enzimas EcoRI, Dral e HindlII (1 U de enzima por pg de DNA - Fermentas™) a 37°C por
16 h. A seguir, o DNA digerido foi precipitado com 750 uL de 100% etanol e 30 uL de 5 M
NaCl, incubado a -20°C overnight. As amostras foram centrifugadas (microcentrifuga Eppendorf
5415R) a 4°C por 20 min, lavadas em 500 pL de 70% etanol, e novamente centrifugadas a 4°C
por 20 min. Apos secagem, o DNA foi ressuspenso em 30 uL de TE (10 mM Tris HCI pH 8.0; 1
mM EDTA pH 8.0). Amostras digeridas, juntamente com 1 pug do marcador de peso molecular
(A-HindIlIl); 1 ng da sonda 7/ e Z3 (controle positivo) foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 0,8% em tampdo TAE (40 mM Tris acetato; 2 mM EDTA) por 20 ha 1 Vem™. Apbs a

eletroforese do gel foi fotografado com a camera digital e processada no programa Kodak Digital

Science 1D (Kodak, Japao).
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Apos a eletroforese, o gel foi tratado com a solucao de depurinacao (0,125 M HCI) por
10 min, lavado rapidamente com agua ultrapura (Milli-Q). A seguir, foi adicionada a solugdo de
desnaturacao (1,5 M NaCl e 0,5 M NaOH) por 30 min, lavada novamente com agua ultrapura
(Milli-Q), e por ultimo, adicionada a solu¢do de neutralizagdo (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI pH
7.0) por 30 min. A transferéncia por capilaridade do DNA para a membrana de nylon Hybond N*
(Amersham), foi feita com a solugao 10X SSC (1,5 M NaCl; 150 mM Na;Citrato.2H,0) por 18 h.
Apbs a transferéncia, a membrana foi seca a 80°C por 30 min e o DNA fixado com tratamento de
UV calibrado a 70.000 uJ cm™ de membrana, usando o programa padrio do forno de ultra-violeta

Hoffer UVC 500 (Amersham).

4.12.3 Marcacao radioativa (3 2P) e purificacdo da sonda

A metodologia seguiu basicamente as recomendagdes do fabricante do kit Rediprime 11
(GE Healthcare Bio Sciences) para a marcacao radioativa através do método Random Hexamer
Labellind (FEINBERG; VOGELSTEIN, 1983). Para marcagdo da sonda, 50 ng de DNA foi
desnaturado a 100°C por 5 min e mantido no gelo por 5 min. Apds uma rapida centrifugacéo, o
volume foi transferido para o tubo de reacdo do kit Rediprime 11, adicionando-se 3 puL. de Redivue
(30 uCi, [a-*P]-dCTP, GE Healthcare Bio Sciences), com pipetagens repetidas. A reagdo de
incorporagdo do [0-"°P]-dCTP foi mantida em temperatura ambiente por 1 h e 30 min,
posteriormente foi adicionado 5 pL de 0,2 M EDTA para cessar a reacdo. E em seguida a sonda
marcada foi purificada em uma microcoluna ProbeQuant G-50 (Amersham Biosciences) para
eliminagdo dos nucleotideos ndo incorporados. Apds a purificacdo, a sonda foi desnaturada a

100°C por 5 min, e colocada no gelo por 5 min.
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4.12.4 Pré-hibridizacao e hibridizacao

Inicialmente, as membranas foram umedecidas com solugdo de 2X SSC, acondicionadas
nas garrafas e pré-hibridizadas a 42°C, por um periodo minino de 2 h em 15 mL de tampao
contendo 25 mM KPO,. 5X SSC; 1% SDS; 5X Solucdo Denhardt’s (Solucao 50X: 1% de Ficoll
400, 1% PVP e 1% BSA); 50% formamida deionizada; e 100 pg mL™" de ssDNA de esperma de
salmao desnaturado. O tampao de hibridizacdo utilizado ¢ igual ao de pré-hibridizacdo acrescido
de 10% PEG (polietileno glicol 8000) ¢ 50 ng de sonda marcada purificada. O tempo de

hibridizacao foi de 18 h.

4.12.5 Lavagens das membranas

Apoés a hibridizagdo, as membranas foram submetidas a trés solugdes de lavagens:
tampao primario (2X SSC + 0,01% SDS) por 10 min, tampao secundario (1X SSC + 0,01% SDS)
por 7 min e o tampao terciario (0,1X SSC + 0,01% SDS) por 5 min, todas lavadas a temperatura
ambiente. Apoés as lavagens, a membrana foi selada em plastico transparente e exposta ao filme
permanente (Image Plate, Fujifilm, Japao), deixada em cassete (BAS Cassete 2340, Fujifilm,
Japao) por tempo em fungdo do sinal detectado (cpm), com exposi¢ao variando de 3 horas até 2
dias. As imagens geradas foram obtidas com scanner Storm® 860 Gel (Molecular Dynamics,
Amersham Biosciences).

Para a re-utilizagdo das membranas, a sonda era retirada tratando a membrana com
solucdo fervente de 0,1 % SDS, deixando que esta atingisse a temperatura ambiente. A
membrana era imersa rapidamente em 2X SSC e a remog¢do da radioatividade era determinada
com o uso de contador Geiger. A adicdo do 0,1 % SDS fervente era repetida até que o sinal

radioativo gerado fosse insignificante (< 200 cpm).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacao e classificacdo de genes associados a GST

Foram identificados no banco de dados de Saccharum Gene Index
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/tc_ann.pl?gudb=s_officinarum) 31 agrupamentos
(clusters ou TC - tentative consensus) e 26 ESTs individuais ndo agrupados (singletons) de cana-
de-agucar, baseando-se na busca mediante a ferramenta MegaBlast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST) wusando os 61 genes ortologos de GST
equivalentes as quatros classes (Phi - F, Tau - U, Theta - T e Zeta - Z) relatados em arroz
(SORANZO et al.,, 2004). As seqiiéncias de cana-de-agucar identificadas totalizaram 489
transcritos (0,19%) das 255.635 ESTs disponiveis, distribuidas entre 24.711 agrupamentos e
53.795 singletons, originadas de diversos genotipos, tecidos e condi¢des; dados depositados até
outubro de 2004.

Para classificar os genes de GST de cana-de-agucar identificados, foi realizada uma
analise filogenética empregando as seqiiéncias traduzidas dos 31 agrupamentos, 26 singletons de
cana-de-agucar e 61 dos genes de arroz. Os TCs e singlefons de cana-de-agucar se agruparam aos
genes de GST de arroz baseados em valores de re-amostragem com reposi¢ao aleatoria dos dados
(bootstrap), que revelaram a consisténcia interna da topologia da arvore consensual (Figura 1).
Dos 31 agrupamentos de cana-de-agucar, 13 (derivados de 313 reads) foram classificados como
pertencentes a classe Phi, e equivalentes a sete genes da classe Phi de arroz (do total de 16).
Doze agrupamentos foram classificados como genes da classe Tau, derivados de 141 reads, e
equivalentes a 15 genes de Tau de arroz (do total de 40). Foram também encontrados dois genes

da classe Theta, derivado de seis reads equivalente a dois da Theta de arroz (do total de dois); e
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quatro genes de GST pertencentes a Zeta, formados com 31 reads, e equivalentes a trés genes da
classe Zeta de arroz (do total de trés). Dos 26 singletons de cana-de-agucar, 12 foram
classificados como genes de GST da classe Phi; 13 como da classe Tau e 1 classificado com gene
de GST da classe Zeta equivalentes aos genes arroz.

Com o objetivo de classificar somente as seqiiéncias completas da proteina GST com
250 a 350 aminoacidos, uma segunda arvore consensual foi gerada utilizando os 31
agrupamentos de cana-de-actcar e os 61 genes de arroz (Figura 2). Os singletons ndo foram
incluidos nesta analise, porque quando alinhados na ferramenta Blast 2 Sequences do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) aos seus respectivos agrupamentos,
mostraram-se fazer parte do mesmo grupo, apresentando pequenas diferencas entre as seqii€éncias
(dados nao mostrados). Os singletons identificados traduziam seqiiéncias de aproximadamente
100 aminoacidos, € que ndo se agruparam automaticamente aos TCs possivelmente devido aos
critérios estatisticos estabelecidos para o agrupamento. Na arvore consensual foi observada a
formagao de quatro grupos distintos referentes as classes de GST (Phi, Tau Theta e Zeta); com
valor de bootstrap (100%) indicando a consisténcia interna na analise (Figura 2).

As classes Theta (GSTT) e a Zeta (GSTZ) sao relatadas tipicamente em mamiferos,
enquanto que as classes Tau (GSTU) e Phi (GSTF) sao planta-especifica (DIXON et al., 1998;
DROOG, 1997; EDWARDS; DIXON; WALBOT, 2000). As classes Phi ¢ Tau foram as mais
representativas em termos de nimero de agrupamentos de ESTs em cana-de-agticar em relagdo a
classes Theta e Zeta (Figura 2). Em comparagdo, o genoma de Arabidopsis thaliana contém 52
genes de GST, sendo as classes Phi e Tau representadas por 13 e 28 genes cada, respectivamente,
e as classes Theta, Zeta, Lambda e DHAR por 3, 2, 2 ¢ 4 genes respectivamente (FROVA, 2006;
WAGNER et al., 2002). Em milho, foram identificados por meio de analise de ESTs, 42 genes de

GST, sendo 12 associados a classe Phi (tipo I), 28 a classe Tau (tipo III) e dois a Zeta (tipo II), e
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nenhum representante da classe Theta (McGONIGLE et al., 2000). O genoma da soja contém
pelo menos 25 genes de GST avaliado por ESTs, sendo quatro representados pela classe Phi
(GST tipo I), 20 pela Tau (tipo IIT) e 1 pela classe Zeta (tipo II) [McGONIGLE et al., 2000]. Na
seqiiéncia completa do genoma do arroz, foram identificados 61 genes associados a GST, sendo
16 representados pela classe Phi, 40 pela classe Tau, 2 pela Theta e 3 pela classe Zeta
(SORANZO et al., 2004).

Considerando que varios TCs de cana-de-agucar se agruparam com os mesmos genes de
arroz (Figura 2), foi conduzida uma andlise mais detalhada baseada na similaridade das
seqiiéncias, permitindo que os 31 grupos de cana identificados fossem finalmente classificados
em 18 agrupamentos unicos, totalizando 355 transcritos (Tabela 4). Entre estes 18 agrupamentos,
sete foram classificados como pertencentes a classe Phi; sete como a classe Tau; um como Theta;
e trés como Zeta. Os 18 genes de cana-de-agucar identificados foram denominadas como ScGST
(Saccharum GST), seguido da denominagdo referente a classe Phi (ScGSTF); Tau (ScGSTU);
Theta (ScGSTT) e Zeta (ScGSTZ), numeradas de acordo com homologia aos ortélogos de arroz

(Tabela 4).
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Figura 1. Arvore filogenética das GSTs de arroz para classificagdo dos genes (TCs e singletons) das quatro

classes de GST de cana-de-agtcar.

Os alinhamentos das seqiiéncias de aminoacidos foram

realizados com o auxilio do programa ClustalW e a arvore foi construida utilizando as fungdes
de maxima parcimdnia no PAUP 4.0b10. Os valores de bootstrap baseado em 1000 repetigdes
aparecem nos nos da arvore.
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Figura 2. Arvore filogenética das GSTs de arroz para classificagdo dos genes (TCs) das quatro classes de
GST de cana-de-agucar. Os alinhamentos das seqiiéncias de aminoacidos foram realizados com
o auxilio do programa ClustalW e a arvore foi construida utilizando as fun¢des de maxima
parcimonia no PAUP 4.0b10. Os valores de bootstrap baseado em 1000 repetigdes aparecem

nos nos da arvore.
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As seqiiéncias traduzidas dos 18 agrupamentos de ESTs de cana-de-agucar e os
respectivos genes de arroz foram alinhadas para confirmar a similaridade e identidade (Figura 3).
A similaridade entre os genes de arroz e cana-de-agucar variou entre 77 € 93% (média de 85%) e
a identidade entre 65 e 85% (média 75%) [dados nao mostrados]. A classificagdo das GSTs em
plantas baseia-se na similaridade de seqiiéncias de aminoacidos e na organizacdo génica das
classes (DIXON et al., 1998; DROOG, 1997; MARRS, 1996). Entre as classes de GST (F, U, T
e Z) de cana-de-acucar, a identidade média entre as seqiiéncias de aminoacidos foi de 12,5%,
variando entre 8 e 17%, € 16% de similaridade média, variando entre 10 e 22%. Em arroz, a
identidade entre as classes (F, U, T e Z) apresentou média de 14%, variando entre 7 ¢ 21%
(SORANZO et al., 2004). De acordo com Dixon, Lapthorn e Edwards (2002), a identidade das
seqiiéncias entre as classes ¢, via de regra, menor que 30% e dentro das classes, € maior que 30%.

Em arroz, a identidade média entre genes da classe Phi foi de 57,5% (variando entre 17 ¢
98%); e na classe Tau foi de 52,5% (variando entre 23 e 82%). Ja em cana-de-agucar, a
identidade e similaridade média entre os 7 agrupamentos da classe Phi (ScGSTF2, ScGSTF3,
ScGSTF4, ScGSTFS, ScGSTF6, ScGSTF14 e ScGSTF'15) foi 43,5% (variagdo entre 26 ¢ 61%) e
58,5% (de 40 a 77%), respectivamente. Para os genes da classe Tau, identidade e similaridade
média entre os 7 agrupamentos (ScGSTUI, ScGSTUS, ScGSTUS, ScGSTUI3, ScGSTUIL7,
ScGSTU31 e ScGSTU39) foi de 53% (entre 38 a 68%) e 66% (entre 51 ¢ 81%), respectivamente.
Entre os 3 agrupamentos da classe Zeta (ScGSTZ1, ScGSTZ2 e ScGSTF3), a identidade variou
entre 62 a 69%, com média de 65,5%, e a similaridade entre 72 e 81% , com média de 76,5%);
respectivamente.

Os 18 agrupamentos de ESTs finais de cana-de-agicar equivalem aos ortélogos mais
expressos em arroz em termos de numero de ESTs (Tabela 4; SORANZO et al., 2004). A classe

Phi de cana-de-actcar foi a mais numerosa quanto a nimero de ESTs individuais, seguidos da
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classe Tau, Zeta e Theta (Tabela 4). O gene mais expresso da classe Phi de cana-de-agucar
baseado em ntimero de ESTs foi o ScGSTF4, representando 76 ESTs individuais (do total de
223); da classe Tau foi o gene ScGSTUI com 46 ESTs (do total de 103); da Theta foi o ScGSTT!
com 2 ESTs sendo este o unico representante da classe; e dentre os trés genes encontrados na
classe Zeta o ScGSTZ3 foi o mais abundante com 18 ESTs do total de 27 (Tabela 4).

Em arroz, de acordo com Soranzo et al. (2004), a classe de GST que apresentou maior
numero de ESTs individuais foi a Tau; seguindo das classes Phi, Zeta e Theta. Os genes mais
expressos nas classes Phi e Tau foram os OsGSTF4 ¢ OsGSTUI1, representando 35 ESTs (do total
de 75), e 45 ESTs (do total de 208), respectivamente. Na classe Theta o mais expresso foi
OsGSTTI com 4 ESTs e na Zeta foi o OsGSTZI representando 10 ESTs do total de 14. Os genes
(OsGSTF4, OsGSTUI e OsGSTTI) considerados mais expressos na classe Phi, Tau e Theta de
arroz foram os mesmos mais expressos de cana-de-agucar (ScGSTF4, ScGSTUI e ScGSTTI
baseado em dados de ESTs. Ja o gene OsGSTZI da classe Zeta de arroz foi o mais expresso,

enquanto que em cana-de-acucar foi ScGSTZ3.
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Tabela 4 - Agrupamentos de ESTs de cana-de-agucar identificados em relacdo as seqiiéncias dos genes
ortologos de GSTs de arroz, com suas respectivas localizagdes nos cromossomos de arroz,
identificacdo do niimero de acesso (Tentative consensus), nomenclatura proposta a partir dos
genes de arroz, numero de ESTs individuais que compde cada TC e o e-value relativo a
similaridade com seqiiéncias ortélogas de arroz.

Gene Cromossomo TC n’ Nomenclatura N°de ESTs
Arroz Arroz cana-de-acticar  cana-de-acucar individuais e-value
OsGSTF?2 1 TC24463 ScGSTF?2 43 e
OsGSTF3 3 TC34616 ScGSTF3 8 e’
OsGSTF4 1 TC56926 ScGSTF4 76 e’
OsGSTF5 1 TC41083 ScGSTF5 9 e®
OsGSTF6 10 TC32542 ScGSTF6 18 e
OsGSTF14 3 TC32541 ScGSTF14 37 e'™
OsGSTF15 3 TC32758 ScGSTF15 32 e
TOTAL 223
OsGSTUI 3 TC32765 ScGSTUI 46 e
OsGSTUS 9 TC33535 ScGSTUS 22 e’
OsGSTUS 10 TC36197 ScGSTUS 4 e
OsGSTU13 10 TC37214 ScGSTU13 2 e®
OsGSTUI7 9 TC42309 ScGSTUI7 13 e
OsGSTU31 10 TC41753 ScGSTU31 14 e’
OsGSTU39 1 TC46054 ScGSTU39 2 e
TOTAL 103
OsGSTTI 11 TC46876 ScGSTTI 2 e
TOTAL 2
OsGSTZI 12 TC34572 ScGSTZI 6 e
OsGSTZ2 12 TC45273 ScGSTZ2 3 e
OsGSTZ3 2 TC23951 ScGSTZ3 18 e’

TOTAL 27
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OsGSTF2 IRV A PMKLYGETHSWNVTRCVINYJLEEAGAE Y IVPEDFMEE HKIAPDHLIARNPFGQV PAIMOD|
ScGSTF2 MAPMKLYGIRTMSWNVTRCVIYRLEEAGAEY[®TVPEDFENRAFE HKSMPDHLIRNPFGQVPAROD

consensus 1 MAPMKLYG T1SWNVTRCV LEEAGAEY IVP1DF gEHK PDHL RNPFGQVPA QD
OsGSTF2 [(FWGDIATWESRAICKYV@RKNKPELLKDGLKE SAMVBVWLEVESNQY TIHFATNP I LEQCL IR
ScGSTF2 (MG DLIBILWESRATICKYVARKNKPPLLREGNLKESAMVEVWLEVERNQY TIALNP I LEOCLVE
consensus 61 GDL LWESRAICKYV RKNKPeLLkdG LKESAMV VWLEVE NQYT ALNPILfQCLi
OsGSTF2 IR PV M FGAIREDINKVVEENLEKLKKVLEVYEARLISK®KY LAGD¥ESMADLE €TV CLEATP|
ScGSTF2 I2NRN PRV F GCIMEDOK VVEENLEKLKKVLEVYEARTAKEIKY LAGDEESEADLNHVEYTECLIBAT P
consensus 121 PmMFGa D KVVEENLEKLKKVLEVYEARL K KYLAGDyiSvADL HV TvCL ATP
OsGSTF2 RSN A SVL.DAY PHVKAWWINNLMARPSHOKVARLMK Pl

ScGSTF2 IR A SVIL.DAY PHVKAWWBELMARP S QKVA‘LIKPSSﬂ

consensus 181 HASVLDAYPHVKAWW LMARPS QKVA LmKP a

OsGSTF3 IRMAAPVTVYGPMISPAVARVAACLLEKDVPFQMEPVDMSKGEHKSPSFLKLQPFGQVPAFK
ScGSTF3 I AAPVTVYGPMISPAVARVAACLLEKDVPFQEEPVDMSKGEHKSPSFLKLOPFGQVPAFK]
consensus 1 MAAPVTVYGPmISPAVARVAACLLEKDVPFQVEPVDMSKGEHKSPSFLKLQPFGQVPAFK
OsGSTF3 (YOS LTTVEESRAICRY ICDQYADSGNISN RKEIRGAVGRA AEGOSFNPPSLAM
ScGSTF3 [NDIS . TTVEESRATICRYICDQYADINGNOMNMLIGKKEEGAVGRARK T E(®] BIEGOSFNPPSLAT
consensus 61 D LTTVFESRAICRYICDQYAD GN L GrKE GAVGRA IE WIE EGQSFNPPSLAm
OsGSTF3 IR OLAFAPRMGRATDMAVVEQNEAKLIYKVLDVYHEQ NOYFAGDEFSLADLVHMPNND
ScGSTF3 IR FOLAFAPUMGRATDIHAVVEQNEAKLIAKVLDVYBO| BIOYFAGDDEFSLADLVHEPNID
consensus 121 FQLAFAP MGRATDmAVVEQNEAKL KVLDVYeQ LGE QYFAGDeFSLADLVHmMPN D
OsGSTF3 RSN [ VRIK TNKAGLITERKNLAKWWDEV SIAR PRIWKKVIYE LONVPRP S

ScGSTF3 RSN | VINRTNKAGLIMTERKNLARWWDDV SHNR P K K Vi ittt

consensus 181 LV kTNKAGL TERKNLAkWWDeVS RP WKKV elgnvprps

OsGSTF4 RNV A €F GRKLRV Y GMIVLISINNVVRVATVLNEKGLDFDEVPVDL AAHKQPBIFLALNPEFGQIP
ScGSTF4 IR A e T K Y GMIZVISIENVVRVATVLNEKGLDFETE PVDLTIGAHKQPIRF LALNPFAQTIP
consensus 1 MA egrkLrvYGM 1S NVVRVATVLNEKGLDFdlvPVDL TaAHKQP FLALNPFgQIP
OsGSTF4 6l @DGDEVLYESRAINRY TATKNIWNICAIBT. L. PAINASPAKLEVWLEVESHHEY PEURS[ET.V F
ScGSTF4 57 DGDEVLYESRAINRY IATKERSRIGAINLLPAINSSEHAKTEVWLEVESHHEY PINASIRT VE]
consensus 61 L DGDEVLYESRAINRYIATKy GA LLPA SpAKLEVWLEVESHHFYP S LVF
OsGSTF4 121 [oMRT 0T eleyATIDTA I HARVAT. A0 DAHLANIRY LAGNIFSTLADANHNMSY LT EL
ScGSTF4 IO LI3R P LIAGGAIRDIZY A\ E 1A AHLABNKY LAGINOFTTLADANHRSY LLYL]
consensus 121 QLL kPL GGA D VD HA LA VLDVYdAHLA <rYLAG FsLADANH SYLLfL
OsGSTF4 IRSHANS < T PIUAINL VENGR PHVKAWWDIS TRES KTAAAT P3P PRV

ScGSTF4 176 NN KINGIRYN DIs=zAA )5 RN A AFOKTAAATPRP PIE S A

consensus 181 sKTP A LV RPHVKAWWd I RPAw KTAAAIP PP as

OsGSTF5 1 ————- | Y WIVALEEAGIEYEMVPMSRYEGDHRRPEHLARNPFGIBEP VL
ScGSTF5 1 A SINAINE LEEAG’lYELVPMSRQDGDHRRPEHLARNPFG PVL
consensus 1 matsamKVYGW vSPwm R LvALEEAG eYEvVPMSR GDHRRPEHLARNPFG iPVL
OsGSTF5 SIS~ DGDLTLEYOSRATARMIUARKMK PERT.GIN SILEISIAMYVDVWLBVEAHQIsIWV:AVANE T T
ScGSTF5 [YARF DGDLTIEIRSRATARBVIFRKSIK PEIL GINGEEtaN T FOFAA LYV DVW LEVEAHQIRSYNNEA T VAV
consensus 61 EDGDLTly SRAIAR i RK KPE LG Gegg LE AmVDVWLAVEAHQ I1

OsGSTF5 RECENEIC TIRNNFINGRORIBOGYVVDENVRIK MK VI @VYEARLSESRY LAGDINESLADL SHESINMRME]
ScGSTF5 RO C T juns MG RERNOAVVDENVIMK LIGKVLIVYEARLSOSKY LAGDINSLADLSHETIMHEGF]
CI

consensus 121 F GRAR QgVVDE V KL KVL VYEARLS SrYLAGD iSLADLSHFs Mr F

OsGSTF5 176 NN R Y BN IBARPTVOKVMAGMPPDFGFGSGNIP
ScGSTF5 178 4ATEYATLVEELPHVS SIBARNY - ————————————————————

consensus 181 MATEYA vVdA

(Continua)
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OsGSTF6 l - NG ————————— - VWKV E
ScGSTF6 IV MKVLDHRKSHLKHSLKFFRKMPEMSNAQHNAGCLLLLAKALAAADPPALPIEKMEVKVE
consensus 1 mmkvldhrkshlkhslkffrkMP msnaghnagcllllakalaaadppalpiekm VKVF
OsGSTF6 G SPISSAEVARVLACLFEKDVEFQLIRVDSFRGEKRMPQY LKLOQPHGEALTFEDGNVTLVE
ScGSTF6 INGSPESAEVARVLACLFEKDVEFQLIRVDSFRGFKREPQY LKLOQPHGEALTFEDGNVTLVE
consensus 61 GSPsSSAEVARVLACLFEKDVEFQLIRVDSFRG KRmPQYLKLQPHGEALTFEDGNVTLVE
OsGSTF6 [(ERSRKITRHIAPKYKNQGINIEDLHMGNGALERSS TEQWLOTEAQSFIBVIPSADVAY Y SLAY L PRGN
ScGSTF6 IR SRK TIHRHTAEKYKNQG)S BCIFCALERIASTEQWLOTEAQSFINEPSADMIAY SLAY L Pinl
consensus 121 SRKIiRHIAJKYKNQG DL G GALER SIEQWLQTEAQSF vPSADv YSLAYLP
OsGSTF6 129 T EREEEEKNDBGGIRBRQY S SQRIGJECAGACE EVVAHROKVEEMNO
ScGSTF6 181 P—————-—- LplgSI{G——-——-— GelgrLc--—----- IRZAN AN GGttt INIEIN H R OKME E MO
consensus 181 gpnkgaaa DG R eeeknd GG rqgyssqr gAgAG GrdggM HRQKVEEM Q
OsGSTF6 ISP FEKSEKELSKMLDIYEQRLMEIAY . AGIBKFTLADLSHLPNADRLINADPRIISRMEQ SRRN|
ScGSTF6 AN FDKSIRKELSKELDI YEQRLEEINNE LAGIKFTLADLSHLPNADRLINADPRSINRETOSRRN|
consensus 241 LFeKS KELSKvVLDIYEQRL E yLAG KFTLADLSHLPNADRL ADPRt Rml1QSRRN
OsGSTF6 249 D/ S[ERIESWINOVKELNRPPSAEAPE]

ScGSTFé6 276 BT SEIRD S WV KIHT.ORPPSAEAPE]

consensus 301 VSRWW vS ReSW VK LnRPPSAEAPF

OsGSTF14 IRV ANMA SVKVEGSPTSAEVARVLMCLFEKBVEFQLMRVDAYRGT@RMPQY LKLOPIGEALTE]
ScGSTF14 A SVKVEFGSPTSAEVARVLMCLFEKEVEFQLERVDAYRGTINRMPQY LKLOPBIGEALTE]
consensus 1 ma ASVKVEFGSPTSAEVARVLMCLFEKAVEFQLVRVDAYRGT RMPQYLKLQP GEALTF
OsGSTF14 [N DDINLTLSESRGILRHIMHKYARQGNPDLIGTGALERASIEQWLQTEAQSFDIYPSAEMVY]
ScGSTF14 EENE DDE|LTL RGILRHVSBHKYAKOGNPDLIGTGALERASIEQWLQTEAQSFDSPSAEMVY
consensus 61 EDD LTLSeSRGILRHi HKYArQGNPDLIGTGALERASIEQWLQTEAQSFD PSAEMVY
OsGSTF14 121 FRArEENYEIRN DN ENENE e sHER G ofNA S SKRVVAGAT DK TAAS GiNkO
ScGSTF14 RSN S 1. ANNL. P PiET PROOINIBINN G GENG S| GRN A RD VIV | SNADASSGKREV SQQOPARS] SEVS
consensus 121 SLA LPP mPkQOn NG G G Gn NgReV Va a G gnn
OsGSTF14 181 Qe)enHNY FERSJKKDLEKLLDIYEQRLEEARY LAGDINFTIADLSHLPNADRLIASDPRS
ScGSTF14 A= OKEEEMIBKIEFE@GINKKDLEKLLDIYEQRLEEAINY LAGDF TIADLSHLPNADRLIYSDPRS
consensus 181 QKEEEM KvFE KKDLEKLLDIYEQRLEEA YLAGD FTIADLSHLPNADRL SDPRS
OsGSTF14 P R R KNV S RWWININE S S RE S I Y VK S L R P P S
ScGSTF14 PREER RMEFENRKNVSRWW|EIBV S SRDTWOY VKSLORPP SIS TDASAKNGQQQQHLPGSTDGHGVK]
consensus 241 RRMFE RKNVSRWW 1iSSResW YVKSLQORPPS stdasaknggggghlpgstdghgvk
OsGSTF14 ——————————=—

ScGSTF14 PR S HOOVONERHE]

consensus 301 shggvgnerhf

OsGSTF15 IVAAGLQVEFGQPASTDVARVLTCLFEKNLEFELIRMDTFKKIHKLPEF IKLRDPTGQVTFK
ScGSTF15 IRMAAGLQVFGQPASTDVARVLTCLFEKNLEFELVMRWDT FKKHKLPEFIKLRDPTGQVTFK]
consensus 1 MAAGLQVFGQPASTDVARVLTCLFEKNLEFELiR DTFKK HKLPEFIKLRDPTGQVTFK
OsGSTF15 (PR GDKTHVDSRAICRYLYTOFPDDGINRERE Y GIGSLERASIEQWLQAEAQSFDAPSSELVFEH
ScGSTF15 [P GDKTEVDSRAICRYLTQFPDDGMKINEY GUGSLERASIEQWLOQAEAQSFDAPSSELVFEH
consensus 61 HGDKT1VDSRAICRYL TQFPDDG r iYG GSLERASIEQWLQAEAQSFDAPSSELVFH
OsGSTF15 121 LAFAPQLN—EPADEARIAENERKLQ LINVY DE I LIAKNINY LAGDEFTLADLSHLPNSHYT
ScGSTF15 121 LAFAPHLKEMRPDEARVAENEKKLH ML{E&VYDBILSKNEY LAGDBFTLADLSHLPNSHY I
consensus 121 LAFAP L di DEARiAENErKL gML VYDeIL KN YLAGDeFTLADLSHLPNSHYI

OsGSTF15 BRSO/ NIAR SIERGRK LETRIKKHVARWY Bl T SNRINSWKOVMKMOSE HPGINFE
ScGSTF15 RSN BRI S RGRK LE TINRKHVARWY PINT SIRINSWROVEKMOINE H PGIRF'E

consensus 181 VN rS RGKKLFT kKHVARWYe IS R SWkQVVKMQ EHPG FE

(Continuagao)
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OsGSTU1 R A E KIS T T IL.DFWVSPFGORCRIAMIE KGLIBEE YIRIERDLENKSBLLLRENPVHRKI PV
ScGSTU1 VAEEKIN @L.L.DFWVSPFGORCRIALEKGLIZYE YIREGDLANKSELLLRIANPVHKKIPV]

1
consensus 1 MA EK gglL LLDFWVSPFGQRCRIAm EKGL fEY E DLgNKSALLLR NPVHrKIPV
0sGSTU1 Gl 1 HIGRPVEE STV THOY LDDAF PET PlEiL L PJF GG DADAAEARAWAR FWADYVDRKLY DC
ScGSTU1 W1 1HBGRPVOES LI INOYLDEAFPAT P DP------ [YARA®ARFWADYVDEKLYDC
consensus 61 LLH GRPV ESLVI1QYLDJAFPgTP LLP G gdadaafARA ARFWADYVDrKLYDC
0sGSTU1 119 ERRyIBNes p @3 MAE T LR TLERRGDIN ©WGEVDVALY PETINSHE
ScGSTU1 BRI G TR LK LKGD€HABAIRNEVIE T LRT LEGRLGEE I3 G F'V DVA LY PF TR
consensus 121 GsRLWrLKGe HA A EM EILRTLEa LGd FFGgggG GEFVDVALVPFT A
0sGSTU1 179 TEPCGGFSVEEVAPRLAAWARPRERIDS'VFHLPSP KVYDFV@YL KKEMGVE
ScGSTU1 172 Y)BRFED LYK E CINATENINC/AE R PEYYARINIRY P DKVYEFECGLKK'LGIE
consensus 181 ER G SVE PRLAAWATrR g SV K L eKVYdFv LKKk GVE
OsGSTU5 UL/ L DIV S PFGORCRIALAEKGVIAYE YRE R L EWWKEID L. L LR SNPVHKKMPVL]
ScGSTU5 iR~ AJNHEE VYV L L DWWV S PEGORCRIALAEKGVIYE YRE QN EIKIEET L LR SNPVHKKIP VL]
consensus 1 maa EVVLLD WVSPFGORCRIALAEKGV YEY EQ L K dLLLRSNPVHKKvVPVL
OsGSTU5 Gl AGRPVCESLV ILjlly I DEMNW P PE PEKK|3a8 PR IM=RID DA RARA R FWAD YMDK K BEDEO
ScGSTU5 (W1 HAGRPVCESLVILEY I DENYW P EEEE I Dl |20 D Pl RAGA R FWADYIEDKKEMDEO
consensus 61 LHAGRPVCESLVIL YIDE WPpepekk P L  DP ARA ARFWADYVDKKLfD Q
OsGSTUS SRR TR L1 K LRAGDIAHEQAKRDMAERL €T LEAE LGEENY F GGEAFGYEDVYLV P HAND
ScGSTU5 SRICE TR LK LKCERo ARE OAKKDMIENLINT LEGE LADISZEF GGDA F GEVDVLYV PENe I FIMN Y E
consensus 121 TRLWKLragd AhEQAKrDM E L TLEaELge yFGGeAFGylDV LVPF WF YE
OsGSTUS 178 G ERC PREVAWGERCKERDSVAKILEDPE Lk
ScGSTU5 AP SIRK 1 Clol Sy jaEl|C PRI VAWAERCKI@RES VAKLSDPD 0l3os
consensus 181 rLa F V E CPrlVAWGERCK RASVAK LtDPeKVyEF yL KFGAK
OsGSTU8 il A GRINE LK LLGMWAS PYVISRAKLALQEKGVS YE YEEEDLGNK SPLILINS N PVHKENV PV
ScGSTU8 i AR LK LLGMWAS PEVIERAKLALQEKGES YEYMEEDLGNK SELILE{SN PVHKIV PV
consensus 1 MA Gr ELKLLGMWASPyVsSRAKLALQLKGVSYEYiEEDLGNKSAL L SNPVHK VPV
OsGSTU8 W1 T ENGNPECESSEIVOY I DESFISSSAINS L. LPADP YR RAVARFWAA YEDDK LR MR
ScGSTU8 60 LIHNGKPVCESSVIVQYIDDTFAGSEPSLLPADPYQRAVARFWAAYLEDKILT RIYM
consensus 61 LIHNG PiCESSiIVQYIDesF Sa SLLPADPY RAVARFWAAYidDK1l PWR Vy
OsGSTU8 121 RINEIMKO TEAA VIR EEGT, INGINGOF FGGESVGYMDVMLGGEV SWVHA S Dl
ScGSTU8 120 ERVROTEAAVINALERGLINE C SEGEGIEF FGGIRS VG YHDVELGGMVSWVRASEM
consensus 121 VKTeEEr E MkQT1AAV LE GL ECS G G FFGG SVGYvDVVLGGlVSWVhASA
OsGSTU8 SR S GAKILIDAAKIP LLAAWLERFEELDAAKAVLQDVDIVVE YA KFQPPDSET D
ScGSTU8 SEC{ON .5 GAKIMDAAKINPL LAAWMSHF®F LDAAKAVLODV DRV VE Y ARURVORRIZNARNE 71N OREE
consensus 181 LSGAKl DAAK PLLAAW1 rF ELDAAKAVLQDVD VVEYAk Q R g A Qavn

OsGSTU13 A GKIPDDMKM LGNY SPFAERVRI LNEKGVSYEYVEEDIENKSELLLISNPVHKKVPVL
ScGSTU13 JRN A GKIE DiEKIN LGy S PFYVRIVRMATLNMKGVSYE Y VBEDENNK SELLLINSNPVHKKVPVL

consensus 1 MAGKADAVKVLGv vSPF i VRiALNiKGVSYEYVeEDi NKSELLL SNPVHKKVPVL
OsGSTU13 (M 1 €GKPIEESLVIMOYVDEVINARRP SULPRDP YD REWAAYURNNME PEVEGVEIZ~EY
ScGSTU13 (ol 1 HINGKPI@F S LY IHOYVDELEAGEE ST PADP YERAMAR FAAFINENALF P ALNG VVENAS)
consensus 61 IH GKPI ESLVIVQYVDEvwAa pSvLP DPYdRA ARFWAAy mFPg GV1 A

OsGSTU13 121 T KENaE T LAARROIFINA FACIGGRAFFGGDS IGY VDRI GSNT B FEANRRERG
ScGSTU13 119 IKIE T LA A HEMEWA FACEGGINA FFGGDS I GY VDL GSHLIWFEANRRVRG
consensus 121 EEERA K ETLAAL 1E AFA C GG AFFGGDSIGYVDl LGS L WFEALRRL G
OsGSTU13 181 INAEK TPLLAAWAINR F ¥l A Kle v PREvA VA viliRe < Ife STRA-----
ScGSTU13 ARSI o T TINABIK T P L LAAWARR F[lefepipiA K o DIEAYO Y ININFRIAP) INLASSE]
consensus 181 v 11 A KTPLLAAWA RF aAK VPvt A VAV K A AAAA A lasse

(Continuagao)
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OsGSTU17 1 M‘ADKGVKVFGMWASPM‘IRVEWALRLKGVIYEYVDEDLANKSE HINAVANSAVAVARY
ScGSTU17 IRV AEKGVKVEGMWASPMIYIRVEWALRLKGVEYEYVDEDLANKSENS MNPVTKKVPVLYV]

consensus 1 m AJKGVKVFGMWASPM IRVEWALRLKGVAYEYVDEDLANKS LLR NPVTKKVPVLV
OsGSTU17 (W DGKPHAESTVIVEY I DERWKEIGY PTMPEDPEDRAQARFWARFAEEKCNAALY P T FiuM}
ScGSTU17 (Ol DGKPIAESTEIVEY I DEYWKEGY PIMPIDPYERAQARFWARFAEEKCNAALY PTEJK
consensus 61 HDGKP1AESTvIVEYIDE WK GYPIMP DPfdRAQARFWARFAEEKCNAALYPIF TG
OsGSTU17 SRR 10O R KMV EEAQOCLKTLETALEGKKEFGGDARGY LD I VIlGWEAMWL PVIEEINS I3 v T D
ScGSTU17 120 13 VOEAQQCLKTLETALDGKKFFGGDANGYLDIVIYGWYABIWL P B GRYV VT D
consensus 121 E QRK V EAQQCLKTLETALeGKKFFGGDA GYLDIV GWfA WLPViEE G VVTD
OsGSTU17 SRR T, P T MKAWEDRWLAVDIAVKAWT PlFR DK LVAMNKARREQELSA

ScGSTU17 Ll o1k i E DR LAY Dl AL DR DRLE INKARREQHLSA

consensus 181 E LPLMKAWFDR LAVD VKA LP RDkLvA NKARREQiLSA

0OsGSTU31 1S S TN S SGDIZNA VRVMGEWES PEMYR VA LK LKGV|alIE] IVGKKSELLLRSNPVHK
ScGSTU31 1 W_----—-- SRV R VG S PEVMRVETA LK LKGVERSERVINENVGKK SELLLRSNPVHK|
consensus 1 MSstnssgd AVRVVG W SPFm RVVVALKLKGV E 1 E VGKKSELLLRSNPVHK
0sGSTU31 (WK 1 PVLLHHGKPIESLI IggY T DEVIVPAS|EA Dl €RA ERFW‘KYIDDKIPPE
ScGSTU31 Sl T PVLLHHGKPISESLIIVQY IDEVEESgsA piNg WRAVERFWASYVDDKVEEA|
consensus 61 KIPVLLHHGKPI ESLIIvqYIDEVWpaS AP LP DPY RAV RFWA YiDDKiP g
0sGSTU31 AREEN T RV 1R GSIEFK DINAAGIIMSEIA TLOBILEEAFIYK®SOGK®Y FGGDNEG Y LDIALESELGWIR
ScGSTU31 SRISH 1 RT LRGIRDEEK DiatA AGOLSIA LOWLEEA FIKIS OGKIElY FGGDEVGY LD I ALY SEVGWVE
consensus 121 IRVLRGs eE KD AAG mS ALQ LEEAF K SQGK YFGGD iGYLDIAL Sf1GWir
OsGSTU31 179 NS = W= TR I (¢ 2 ERING A - - — - - - - ——————————
ScGSTU31 IRER: /1 B Sk oA DR CRE PAYY DlP DADKEVEE SVTY GSFSKP I INGE)
consensus 181 AVEKiAGV LL KVPNL AWADR C HPAVVD vPDADkfvefsvtygsfskpiingp
OsGSTU39 10 ] WSSPWVIRVRVALGMKGLSYEYTEEDLSSKSDHLLRSNPVHEKVP)
ScGSTU39 1

consensus 1 magrggggelrllgtwsspwvirvrvalgmkglsyeyteedlssksdhllrsnpvhekvp
OsGSTU39 61 CESLVMLIAYEDEMNEA TEINP®LLPADPY DRATARE WY TRV
ScGSTU39 1 ———————-] CESLVEL@®Y 2 TI€ IS 1. L, PADPY DRATARE I NIJLIZA ISR
consensus 61 vlihggrpvCESLVVL YiDE W AT P LLPADPYDRATARFW YVND F P wk L
OsGSTU39 AZRRN - R SIVAE OR A E AN PIVENLERAFEEC SKGKAFFGGDINAGHVDMALGSHLVWIKVVD)
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Alinhamentos gerados no programa ClustalW, das 18 seqiiéncias traduzidas relativa aos genes
de GST de arroz e os agrupamentos de ESTs de cana-de-agucar. A identidade dos aminoacidos
das seqiiéncias alinhadas representada em preto, similaridade em cinza e a diferenca em branco
(Programa Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/).
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Para complementar os alinhamentos gerados acima, foi realizado uma outra analise de
alinhamento utilizando um representante de cada classe de GST (ScGSTF4, ScGSTU1, ScGSTTI
e ScGSTZ3) de cana-de-agucar, sendo os genes selecionados considerados os mais
representativos em numero de ESTs individuais. Foi observada uma consideravel diversidade
entre as seqliéncias dos genes referentes as classes de GST, sendo a regido terminal amino dos
genes a mais conservada (Figura 4). Isto ¢ verdadeiro quando se trata do dominio N-terminal da
proteina, qual apresenta uma seqiiéncia mais conservada de aminoacidos por se tratar de uma
regido que contém o sitio G, ou sitio de ligagdo do tripeptideo glutationa (MARRS, 1996). A
regido do dominio C-terminal da GST que contém o sitio H, ou sitio de ligagdo do substrato
eletrofilico hidrofobico; ¢ mais flexivel que a observada no dominio N-terminal (sitio G).
Particularmente na regido terminal carboxi, ligam-se diferentes substratos, como os xenobioticos
(p.e. herbicidas) ou compostos toxicos endogenos (p.e. precursor da antocianina) (NEUEFEIND
et al., 1997a, 1997b; REINEMER et al., 1996). Na maioria das GSTs de animais, a fun¢ao de
ligante especifico do tripeptideo glutationa é carreada por um residuo Tyr (tirosina), e em plantas
esta funcao € de um residuo Ser (serina) [BOARD et al., 1997].

A presenga de trés residuos de aminoacidos altamente conservados nas seqiiéncias das
GSTs de cana-de-acucar foi observada. O residuo Ser (posi¢ao 12 do ScGSTF4) foi conservado
em todos genes, com exce¢do do ScGSTZ2. O residuo Ser localizado no dominio ligante da
glutationa ¢ conhecido por ser considerado fundamental para a atividade da GST. A Arg
(arginina) na posicdo 17 do mesmo gene foi também conservada nos genes, com excecdo dos
ScGSTUI3 e ScGSTTI onde ¢é substituido por uma Ser e Ala, respectivamente. Finalmente o
residuo Ser (posi¢ao 68 do ScGSTF4), unico dos trés aminoacidos que se conservou em todas as
seqiiéncias dos genes de GST (Figura 4). Os trés residuos de aminoacidos altamente conservados

(Ser, Arg e Ser) ja haviam sido identificados em milho, soja, arroz e Arabidopsis (McGONIGLE
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et al., 2000; SORANZO et al., 2004; WAGNER et al., 2002).

ScGSTF4 TTErEKOEPRL AN A
ScGSTU1 - -MAGEKKQGHMOML DT F GO C NN DI ) 4o £ Ol ~ N - - KFJE L L LRANPVHK
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ScGSTZ3 MAEJJEATTER < %EQ DPE VMK
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ScGSTU1 Kugvi i DGR P)Y/CIfS(L T IY/OMIDE OARFWARYDK
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ScGSTF4 169 ASHERRETKT - - - PEAGHRYNEEEE T AT E NN B O T PlrPEPEA-—-----
ScGSTU1 163 VEATSFMAYERFGDLS EKAKRC‘ESVAENEYPADK YEFICGLKRRLG
ScGSTT1 174 ERLGDDMENKFGREERN LAY TENFKKAT S PHFDERHT FIEEVKAQMOSKGCD
ScGSTZ3 176 AEQYAER————TKID*ISNYTRLHSEYN@HEAEVAAE;E‘E!QPDAESS ———————
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ScGSTU1 223 EE ————————————————————
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Figura 4. Alinhamento gerado no programa ClustalW de um representante de cada classe de GST
(ScGSTF4, ScGSTUI, ScGSTTI e ScGSTZ3) de cana-de-agucar. A seta vertical indica a
posi¢a@o dos trés residuos de aminoacidos (S - Ser, R - Arg e S - Ser) conservados nos genes.
Aminoacidos idénticos indicado por preto e os similares por quadrado cinza (Programa
Boxshade, http://www.isrec.isb-sib.ch/software/).

As GSTs das classes Theta e Zeta sdo pobremente representadas em cada organismo,
indicando que estes genes sofreram poucas duplicacdes ou que as copias duplicadas foram
posteriormente perdidas (BOARD et al.,, 1997). Em contraste, as GST Phi e Tau (planta-
especificas) tém sofrido grandes duplicagdes e divergéncias, estas por sua vez divergiram
precocemente e depois expandiram independentemente (DIXON et al., 2002a; McGONIGLE et
al., 2000).

As estatisticas de re-amostragem indicando a robustez da topologia e agrupamentos das

arvores consensuais, e os altos valores de similaridade e identidade entre as seqiiéncias obtidas
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nos alinhamentos, permitiram categorizar as seqiiéncias investigadas nas quatro classes de GST
(F, U, T e Z) de cana-de-acucar (Tabela 4). Portanto, os 18 agrupamentos de GST de cana-de-
acucar que foram denominados como ScGSTF2, ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTFS5, ScGSTF6,
ScGSTF14 ¢ ScGSTF15 (genes da classe Phi); ScGSTUI, ScGSTUS, ScGSTUS, ScGSTUI3,
ScGSTUI7, ScGSTU31 e ScGSTU39 (genes da classe Tau); ScGSTTI (gene da classe Theta); e

ScGSTZ1, ScGSTZ2 e ScGSTZ3 (genes da classe Zeta).

5.2 Desenvolvimento de iniciadores gene-especifico para GST

Apoés a identificagdo dos 18 genes de GST de cana-de-agucar, foram desenhados
iniciadores especificos (Tabela 1), direcionados para a regido 3’-UTR, que apresenta uma
diversidade maior na seqiiéncia de nucleotideos, para permitir a melhor discriminagdo entre os
diversos genes de cada classe de GST. Seguida a constru¢do de iniciadores, foi realizada a
extragdo de RNA total das amostras do primeiro e segundo ensaio, que foram entdo analisadas
por eletroforese em gel de agarose (Figura 5 e 6), respectivamente e quantificado em
espectrofotometro. Depois de confirmada a integridade do RNA total, as amostras foram

submetidas a sintese de cDNA por PCR.

Figura 5. RNA total de cana-de-agucar obtido via Trizol (Invitrogen). Tecidos: limbo foliar ‘SP80-3280°
(L); parénquima do colmo do cruzamento da ‘SP80-180" com a ‘SP80-4966° (C); inflorescéncia
da ‘SP80-3280’ (I); meristema da ‘SP87-432 (M); e raiz da ‘SP80-3280" (R).
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Figura 6. RNA total do tecido foliar das cultivares ‘SP87-365" (A) e ‘SP80-3280’ (B) de cana-de-acticar
obtido via Trizol (Invitrogen) nos tempos de 0 ¢ 48 h apds a aplicagdo dos diferentes herbicidas.
Tratamentos: Controle (C), Ametryn (Am); Diuron (Di); Imazapic (Im); e Isoxaflutole (Is).

Para validar a amplificagdo e confirmar a identidade dos produtos de amplifica¢ao
(amplicom) dos iniciadores dos genes de GST propostos foi realizada uma amplificacdo com os
18 iniciadores especificos empregando o pool de cDNA (cultivares sem herbicida — 0 h) como
DNA molde, visando a clonagem, transformacdo e o seqiienciamento. Os produtos de
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose, cada fragmento obtido foi
excisado do gel, clonados e transformados (dados ndo mostrados).

Em seguida, foi realizada a extragdo de DNA plasmidial dos respectivos clones, e para
confirmar que os produtos amplificados foram clonados, uma reagdo de amplificagdo foi
realizada com os iniciadores especificos dos genes. Depois da amplificacdo, o DNA plasmidial
extraido dos produtos amplificados possivelmente clonados foram submetidos ao sequenciamento
para confirmacdo final. Apods as andlises individuais das seqiiéncias no GenBank (nr) e no
BlastN e BlastX pelo Saccharum Gene Index, foi observado que dos 18 produtos de amplificacao,
17 tiveram sua identidade confirmada. Apenas o gene ScGSTZ2 nao foi clonado, possivelmente
devido a baixa quantidade de transcritos obtidos na amplificagdo, dificultando a sua purificagao
do gel e clonagem. Portanto, foi demonstrada a identidade dos produtos de amplificagdo

derivada dos iniciadores para os genes de GST de cana-de-agicar. As 17 seqiiéncias dos
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produtos amplificados clonados referentes as classes de GST de cana-de-agtcar estdo listadas no
Apéndice A.

Para confirmar a especificidade de cada par de iniciadores, foram utilizados como molde
de amplificagdo os clones de EST, especificos de cada gene de GST de cana-de-agucar
identificado (Tabela 2). [Esses clones adquiridos do BCCCC ao serem recebidos foram
seqiienciados para confirmag¢do de identidade (dados ndo mostrados). O experimento de
avaliacdo de especificidade dos iniciadores consistiu em testar os clones com todos os
iniciadores, sendo o proprio clone o controle positivo. Todos os iniciadores dos diversos genes
das classes de GST amplificaram seus respectivos clones de EST (controle positivo) [diagonal da
Tabela 5].

Os iniciadores para os genes ScGSTF2, ScGSTF3, ScGSTF5, ScGSTF6, ScGSTUS,
ScGSTUI13, ScGSTUI7, ScGSTU31, ScGSTU39, ScGSTTI e ScGSTZI foram considerados
especificos, amplificando apenas seus respectivos clones de EST (F2, F3, F5, F6, U8, Ul3, Ul7,
U31l, U39, Tl e ZI; Tabela 5). Ja os iniciadores da classe Phi (ScGSTF4, ScGSTF14 ¢
ScGSTF15) amplificaram além de seus respectivos clones (F4, F14 e F15) e um outro clone da
mesma classe, mas produzindo bandas com menor intensidade. O mesmo ocorreu para os genes
ScGSTUI e ScGSTUS, e ScGSTZ2 ¢ ScGSTZ3 referente as classes Tau e Zeta, respectivamente

(Tabela 5).



Tabela 5 - Os resultados da amplificagdo dos iniciadores especificos dos genes de GST com os clones de EST de cana-de-agucar. A diagonal (em
negrito) indica amplificacdo especifica (+) do iniciador com o seu respectivo clone (controle positivo). (+) amplificagdo e (-) ndo
amplificacdo dos iniciadores em relagdo aos demais clones.

Clones

Iniciado F2 F3 F4 F5 F6 Fl14 FI5 Ul U5 vs8 UI3 Ul7 U3l U39 T1 VA z2 z3

especifico

ScGSTF2 + - - - - - - - - - - - - - - - _ _
ScGSTF3 - + - - - - - - - - - - - - - - _ _
ScGSTF4 + - + - - - - - - - - - - - - - _ _
ScGSTFS - - - + - - - - - - - - - - - - _ _
ScGSTF6 - - - - + - - - - - - - - - - - _ _
ScGSTF14 - - - + - + - - - - - - - - - - - _
ScGSTF15 - - + - - - + - - - - - - - - - - -
ScGSTUI - - - - - - - + - - +
ScGSTUS - - - - - - - - + - + - - - - - - -
ScGSTUS - - - - - - - - - + - - - - - - - -
ScGSTUI3 - - - - - - - - - - + - - - - - - -
ScGSTU17 - - - - - - - - - - - + - - - - - _
ScGSTU31 - - - - - - - - - - - - + - - _ _ _
ScGSTU39 - - - - - - - - - - - - - + - - _ _
ScGSTTI - - - - - - - - - - - - - - + - _ _
ScGSTZ1 - - - - - - - - - - - - - - - + _ _
ScGSTZ2 - - - - - - - - - - - - - - - - + +
ScGSTZ3 - - - - - - - - - - - - - - - - + +

0L
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Um exemplo da especificidade dos iniciadores pode ser conferido na Figura 7, onde foi
utilizado um par de iniciador representante de cada classe (ScGSTF4, ScGSTUI, ScGSTTI ¢
ScSGTZ3) para amplificar os clones (F4, Ul, Tl e Z3). Portanto, a grande maioria das
amplificagdes com os iniciadores para os genes pode ser considerada gene-especifica (somente
amplificacdo do respectivo clone), ou no minimo classe-especifica (amplificacdo de alguns

clones pertencentes a mesma classe).

<«—ScGSTF4 ScGSTUI ScGSTTI ScGSTZ3

rPltE—————— P ¢——————— P ¢————————>

Figura 7. Analise da especificidade dos iniciadores dos genes de GST de cana-de-agucar com os clones de
ESTs. (M). marcador de peso molecular 100 pb, (1). clone F4, (2) clone Ul, (3) clone T1, (4)
clone Z1 e (b) agua ultrapura estéril.

Em seguida, os iniciadores foram testados para amplificagdo de DNA gendmico para
avaliar a presenca de intron na regido amplificada. Foram analisados como molde amostras do
pool de cDNA (primeiro e segundo ensaio) e DNA gendmico de ‘SP80-3280°. Os sete pares de
iniciadores para os genes da classe Phi (ScGSTF) amplificaram cDNAs e DNA genomico (Figura
8). Nao foi observada a presenca de introns nos produtos de amplificagdo dos genes de GST da
classe Phi. Utilizando os sete pares de iniciadores dos genes da classe Tau (ScGSTU), todos
amplificaram os cDNAs e o DNA genomico, sendo que foi detectado a presenga presumivel de
intron no produto genomico do gene ScGSTUI7 (Figura 9). Empregando o par de iniciador do
gene da classe Theta (ScGSTT) e os trés pares de iniciadores dos genes da classe Zeta (ScGSTZ)

também foi observado a amplificagdo dos cDNAs e do DNA genomico (Figura 10), sendo que
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nenhum intron parece ocorrer na regiao amplificada para os genes da classe Zeta, enquanto que

ScGSTT1 parece conter um intron.

ScGSTF2 ScGSTF3 ScGSTF4 ScGSTFS5 ScGSTF6 ScGSTFI4 ScGSTF15
4+——— P ¢————Pt——P4t——Pt——— P 4¢—r 4¢—>»

100 pb - e S - -

SRS (RS- 2 3 1 2 3 1 2 3
Figura 8. Amplificagdo de moldes com os iniciadores dos genes da classe Phi (ScGSTF) de cana-de-

acucar. (M) marcador de peso molecular 100 pb; (1) pool de cDNA do 1° ensaio; (2) pool de
c¢DNA do 2° ensaio; e (3) DNA gendémico de ‘SP80-3280°.

ScGSTUI  ScGSTU5 ScGSTUS ScGSTUI3 ScGSTUI7 ScGSTU31 ScGSTU39
4+—P> ¢—P> ¢———> ¢-——P ¢——h —> —»

—
|
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M R ISR e a3t 2 3 1 2 3 1 2 3

Figura 9. Amplificacdo de moldes com os iniciadores dos genes da classe Tau (ScGSTU) de cana-de-
actucar. (M) marcador de peso molecular 100 pb; (1) poo/ de cDNA do 1° ensaio; (2) pool de
c¢DNA do 2° ensaio; e (3) DNA gendmico de ‘SP80-3280°.

ScGSTT1 ScGSTZI ScGSTZ2 ScGSTZ3
+————r 4¢—r¢—>Pr<¢—>»

-
600 pb - =

100 pb S ecooececeasasw
MU Z o =2 "3 1 2 3

Figura 10. Amplificagdo de moldes com os iniciadores dos genes das classes Theta e Tau (ScGSTT e
ScGSTZ) de cana-de-aglicar. (M) marcador de peso molecular 100 pb; (1) pool de cDNA do 1°
ensaio; (2) pool de cDNA do 2° ensaio; e (3) DNA gendmico de ‘SP80-3280°.
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Além da similaridade das seqiiéncias de aminoacidos, as distintas classes de GST sao
também caracterizadas por estruturas conservadas nos genes, definida pela posi¢do dos introns.
No genoma de arroz, o nimero de introns/exons ¢ conservado entre os membros da mesma classe
de GST, com um intron para os genes da classe Tau; dois introns para os de Phi; sete introns para
Theta; e oito introns para os genes da classe Zeta (SORANZO et al., 2004). No genoma de
Arabidopsis, o mesmo ¢ observado para os genes da classe Tau (um intron) e os da classe Phi
(dois introns); ja para a classe da Theta, ha seis introns, e os da Zeta nove introns (WAGNER et
al., 2002). Ja em milho e soja, os genes da classe Tau (tipo III) também possuem um intron; os
da classe Phi (tipo I) dois introns; e os da classe Zeta (tipo II) nove introns (McGONIGLE et al.,

2000).

5.3 Analise da expressdo dos genes de GST em tecidos/0rgaos de cana-de-acucar

Os iniciadores desenvolvidos, especificos para cada gene de GST de cana-de-agucar,
foram entdo empregados para analise de expressdo gé€nica por amplificacdo quantitativa de
transcritos reversos (RT-qPCR). Inicialmente, foi utilizado como molde um pool/ de cDNA de
diversos tecidos/6rgaos (limbo foliar, colmo, inflorescéncia, meristema e raiz), diluidos
serialmente a 10™', 10? ¢ 10~ para determinagdo da eficiéncia de amplifica¢do, R* e curva de
dissociacao (Tabela 6).

Dos 18 pares de iniciadores gene-especifico testados, 14 (ScGSTF3, ScGSTF4,
ScGSTFS5, ScGSTF6, ScGSTF14, ScGSTF15, ScGSTUI, ScGSTUS, ScGSTUI13, ScGSTUI7,
ScGSTU31, ScGSTU39, ScGSTTI e ScGSTZI) foram considerados como funcionais na
validagdo. A eficiéncia de amplificagdo (E) foi de aproximadamente 2, variando de 1,92 (gene
ScGSTF3) a 2,03 (ScGSTUI), com coeficiente R* maior que 0,98 (Tabela 6). Os valores médios

de Cr gerados nas corridas foram de 19,5 a 28,3 (dados ndo mostrados). Os iniciadores para
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ScGSTF2, ScGSTUS, ScGSTZ2 e ScGSTZ3 foram desconsiderados, pois seus valores médios de
Cr entre 33,5 e 34,7, proximo aos obtidos para os controles negativos, sugerindo expressao
extremamente baixa, com baixa precisio de detec¢do. Seus valores de eficiéncia e R” obtidos
também foram abaixo do ideal. O uso de iniciadores derivados da seqiiéncia de ESTs/clusters a
eles associados para confirmar a variagdo de expressao de transcritos tem sido empregado em
experimentos de RT-PCR semi-quantitativo (ASAMIZU et al., 2005), northern blot (FREGENE

et al., 2004) ou RT-qPCR (PAPINI-TERZI et al., 2005).

Tabela 6 - Eficiéncia de amplificagdo e R® correspondente para os pares de iniciadores dos genes
utilizados na RT-qPCR de amostras de tecidos/orgaos.

Par de iniciadores

Eficiéncia R’
dos genes de GST (alvo)
ScGSTF2 nd nd
ScGSTF3 1,923 0,990
ScGSTF4 2,013 0,998
ScGSTFS 1,995 0,995
ScGSTF6 1,976 0,987
ScGSTF14 1,945 0,991
ScGSTFI15 1,993 0,987
ScGSTUI 2,030 0,993
ScGSTUS nd nd
ScGSTUS 1,988 0,985
ScGSTUI3 1,997 0,982
ScGSTU17 2,013 0,998
ScGSTU31 1,989 0,984
ScGSTU39 1,975 0,989
ScGSTTI1 1,996 0,993
ScGSTZ1 2,012 0,993
ScGSTZ2 nd nd
ScGSTZ3 nd nd

nd: ndo determinado, iniciadores ndo funcionais para a analise.
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Para se calcular o valor de expressao dos genes ¢ necessario os valores da eficiéncia da
reacdo ¢ o Cr das amostras na amplificacio (FREEMAN; WALKER; VRANA, 1999; BUSTIN
et al., 2005). O Cr ndo indica diretamente a mensuragdo da sua transcri¢do, pois esta depende
também da eficiéncia da amplificacdo obtida para este gene (ou cDNA) com os iniciadores
especificos (PFAFFL, 2001). Este método de andlise ¢ considerado relativo, uma vez que a
transcri¢ao do gene de interesse ndo sera expressa em numero absoluto de transcritos da amostra,
porém serd expresso em termos da quantidade relativa de transcritos em relagdo a outro gene
expresso e constante, denominado gene de referéncia. A quantificacdo consiste em obter a razao
de expressdo entre um gene alvo (de interesse) numa amostra de ¢cDNA, em relagdo a outro
denominado gene de referéncia para a mesma amostra de cDNA (PFAFFL, 2001). De acordo
com Pfaffl (2001), o método relativo de quantificagdo ¢ adequado para a investigacdo de
mudangas fisiologicas em termos de expressdo génica. As tendéncias e processos bioldgicos
podem ser mais bem explicados por este método, porém os resultados obtidos dependem do gene
de referéncia escolhido e procedimentos de normalizagdo utilizados.

O gene de referéncia é responsavel por fungdes universais de importincia para a
manuten¢do do funcionamento celular, cuja expressdo ja foi tida como constante através dos
estadios de desenvolvimento, tipos celulares/tecidos e condi¢des fisiologicas. E importante que o
gene de referéncia selecionado para ser o referencial da quantificagdo relativa mantenha uma
expressdo constante nas condi¢des experimentais. Bas et al. (2004) demonstrou que a escolha
equivocada do gene de referéncia pode resultar na alteragdo da validagdo biologica de genes de
interesse. Dentre os candidatos a gene de referéncia (Tabela 3) para o experimento, o gene rpl35-
4 codificando uma proteina ribossomica (CALSA JR; FIGUEIRA, 2007) foi o que apresentou a
menor variagdo quantitativa de expressdo nas amostras de tecidos/o6rgdos de cana-de-agucar

analisados, e utilizada como referéncia para as analises (dados ndo mostrados).
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A expressao dos genes de GST nos diversos tecidos/orgaos foi estimada de forma
relativa ao gene de referéncia rpl35-4, estimadas por RT-qPCR (Tabela 7), e como referéncia da
analise foi utilizado arbitrariamente o cDNA do limbo foliar, o tecido-alvo da aplicagdo dos
herbicidas. Segundo Pfaffl (2001) o modelo de quantificagdo relativa inclui além do gene de
referéncia, uma amostra de referéncia (cDNA controle) para a determinagdo do valor de
expressdo do gene alvo. De modo geral, os genes da classe Phi (ScGSTF) foram expressos em
todas as amostras de tecidos/o6rgdos (limbo foliar, colmo, inflorescéncia, meristema e raiz), mas
houve expressao diferencial no colmo em relagdo ao limbo foliar. O gene ScGSTF3 foi menos
expresso no colmo, inflorescéncia, meristema e raiz em relagcdo ao limbo foliar. ScGSTF4 foi
mais expresso no colmo e na inflorescéncia. Ja ScGSTF5 apresentou uma maior expressao na
inflorescéncia seguido da raiz, enquanto que ScGSTF6 apresentou mais expressao no colmo e
meristema seguido de diminuta expressdo na raiz. Os genes ScGSTF14 e ScGSTF15 foram
expressos em todos os tecidos (colmo, inflorescéncia, meristema e raiz), sendo uma expressao
maior no colmo, seguido no meristema, raiz ¢ inflorescéncia em relagdo ao limbo foliar (Tabela
7).

Os genes pertencentes a classe Tau (ScGSTU) foram expressos em todas as amostras de
tecidos/6rgdos (limbo foliar, colmo, inflorescéncia, meristema e raiz), mas houve uma maior
expressdo na inflorescéncia em relagdo ao limbo foliar (Tabela 7). O gene ScGSTU! foi mais
expresso na inflorescéncia e na raiz; ja os genes ScGSTUS e ScGSTU13 foram menos expressos
nos diversos tecidos/6rgaos (colmo, inflorescéncia, meristema e raiz) em relagiao ao limbo foliar;
ScGSTUI7 foi mais expresso na inflorescéncia seguido pela raiz. ScGSTU31 foi mais expresso
na inflorescéncia, seguido do nivel de expressao na raiz e no colmo; e ScGSTU39 foi expresso em
todos os tecidos (colmo, inflorescéncia, meristema e raiz), mas houve mais expressdo na

inflorescéncia (Tabela 7). O gene ScGSTTI da classe Theta foi menos expresso no colmo,
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meristema e raiz, em relacdo ao limbo foliar, enquanto que houve uma maior expressao na
inflorescéncia. O gene ScGSTZI da classe Zeta apresentou uma maior expressao nas amostras de
meristema, inflorescéncia e colmo em relagao ao limbo foliar, enquanto que na raiz houve menor

expressao (Tabela 7).

Tabela 7 - Expressao relativa dos genes de GST nos diferentes tecidos/drgaos em relacao ao limbo foliar
calculada empregando o programa REST384. Os valores da expressdo correspondem a razio
entre gene de interesse (GST) e o de referéncia (rp/35-4). Valores positivos representam a
expressdo maior no tecido/6rgdo (colmo, inflorescéncia, meristema e raiz), valores negativos a
expressao maior no limbo foliar, e valores do intervalo de confianga da variabilidade de
expressdo estdo indicados entre parénteses.

Tecidos/Orgios Colmo Inflorescéncia Meristema Raiz
Genes © @D M) (R)

SeGSTES GO Gomd (o) Gonol)
SeGSTH (6210 (6361 (0,097 oo
SeaoIEs coote (+6439) 0017 (0279
SeaoTrS (32’,748613) (j)’,zl%ﬁ) (56,273600) (f6,227(§)3)
SeasTrts (f f,6413397) (f6,739095) (36,125753) (56,136768)
ScGSTFIS (fé,z()24197) (36?26510) (ff ,341084) (56,14655)
SeGSTUL (;(())’,?)252)) (116,637717) (Ié’,tﬁ) (f(ffg‘ h
SeGSTUS GO0 GONn GO0l 00es)
SeGSTUL3 Goony G003 GO0 a0
ScGSTU17 (i%)§)1326 ) ( ﬂE1(3’917271) (;(;):%gl 19 ) ( i102 41 779)
ScGSTU31 ( 36?68336) ( f{ ,132 015) (;%,,%6129 | ( fd 1 :902)
ScGSTU39 (fé?ngl) ( ﬂ:26,985235) ( jEl(izlszsz) ( 56,076061)
St Corsh 035 ) e
ScGSTZI 0.697 1,017 1,434 -0,004

(+0,229) (0,311) (+0,641) (+0,150)
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De modo geral, os genes das classes Phi e Tau foram os mais expressos nas amostras de
colmo, inflorescéncia, limbo foliar, meristema e raiz. Estes resultados corroboram os dados de
perfil de expressdo relativo dos genes das quatro classes (F, U, T ¢ Z) de GSTs obtido a partir das
bibliotecas de ESTs (tecidos/6rgdos) disponiveis no banco de dados Saccharum Gene Index,
normalizadas para o tamanho das bibliotecas (Figura 11). Esses dados de ESTs de cana-de-
acucar utilizadas derivaram das seguintes bibliotecas: colmo = SB1 + ST1 + ST3; inflorescéncia
=FL1 + FL3 + FL4 + FL5 + FLS; limbo foliar = LV1 + LR1; meristema = AM1 + AM2; e raiz =
RTI + RT2 + RT3. Os genes da classe Phi foram os mais expressos em todas as bibliotecas de
ESTs de cana-de-agucar, principalmente nas bibliotecas de colmo e inflorescéncia. Entre os
genes da classe Phi, ScGSTF4 foi o mais expresso em todas as bibliotecas. Genes da classe Tau
também foram identificados em todas as bibliotecas, principalmente nas de limbo foliar e a raiz.
O gene ScGSTUI foi o mais expresso da classe em todas as bibliotecas, exceto na de meristema,
onde ndo houve detecg¢do desse EST. O gene da classe Theta (ScGSTT]) foi detectado apenas na
biblioteca de limbo foliar. J& os genes da classe Zeta foram expressos em todos os
tecidos/6rgdos, mas com maior expressao nas bibliotecas de colmo e de raiz. O gene ScGSTZ3
foi o mais expresso da classe em relagdo nimero de ESTs para todas as bibliotecas, exceto para
inflorescéncia onde nao foi detectado (Figura 11).

A biblioteca de raiz foi a que demonstrou possuir mais ESTs das quatro classes de GST,
seguido pela de limbo foliar, colmo, inflorescéncia e meristema. Portanto, a freqiiéncia relativa
de ESTs, normalizada para o numero total das bibliotecas corroborou os resultados das analises

de expressao relativa obtida para os mesmos genes de GST nas amostras de tecidos/orgaos.
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Figura 11. Perfil de expressdao dos genes de GST nas bibliotecas de ESTs (colmo, inflorescéncia, limbo

foliar, meristema e raiz), disponiveis do banco de dados de Saccharum Gene Index.

Quando a mesma andlise foi conduzida para arroz, a partir de dados obtidos de

freqliéncia relativa de ESTs no banco de Rice Gene Index, foi observado que os genes das quatro

classes de GST foram altamente expressos na raiz e limbo foliar (compativel ao observado em

cana-de-agucar), seguido da inflorescéncia e colmo (Figura 12). Nao hé biblioteca de meristema

de arroz disponivel no banco consultado. Em todos os tecidos/6rgdos, os genes pertencentes as

classes Phi e Tau foram os mais expressos. As bibliotecas de limbo foliar e de raiz foram aquelas

com maior deteccdo de ESTs de GST, seguido pela biblioteca de inflorescéncia e colmo. Os



80

genes das classes Theta e Zeta foram mais expressos na raiz, seguido da inflorescéncia e limbo
foliar. Os genes de arroz OsGSTF4, OsGSTUI, OsGSTT1 e OsGSTZI foram aqueles mais

expressos em relagdo ao numero de ESTs das classes Phi, Tau, Theta ¢ Zeta para as diversas

bibliotecas de ESTs de arroz (Figura 12).
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Figura 12. Perfil de expressdo dos genes de GST nas bibliotecas de ESTs (colmo, inflorescéncia, limbo
foliar e raiz), disponiveis do banco de dados de Rice Gene Index.
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Esses dados de expressdao de GST baseados em freqiiéncia de ESTs em bibliotecas nao
podem ser diretamente comparaveis devido a falta de uniformizagdo das condigdes ambientais e
ontogenéticas dos tecidos ou 6rgdos amostrados, mas servem para corroborar outras analises de
expressdo. Em milho, foram detectados 54% dos ESTs individuais como codificadores de GST
da classe Phi; 41% da Tau e 4% da Zeta, enquanto que em soja, 92% dos ESTs de GST foram da
classe Tau; 6% da Phi e 2% da Zeta (McGONIGLE et al. 2000). Ja em arroz, 67% dos ESTs
foram classificados com Tau; 26.6% como Phi; 5% como Zeta, e apenas 1,4% como Theta
(SORANZO et al. 2004). A comparagdo entre os niveis de expressdo ¢ a abundancia relativa as
classes dos genes nas espécies acima mencionada sugere que genes de GST mais expresso podem
pertencer a classe Phi (como em milho) ou Tau (em soja e arroz), indicando diferengas entre
espécies, sem clara disting@o entres mono e dicotiledoneas.

A expressao das diversas classes de GSTs de vegetais ¢ altamente variavel de acordo
com o tecido estudado e com as condi¢des ambientais (SORANZO et al., 2004). Em milho, a
GST27.2 (classe Theta) foi altamente expressa nas pontas de raizes e relacionada a tolerancia a
aluminio e cddmio (CANCADO et al., 2005). Similarmente, altas concentracdes de cromo
promoveram um aumento da atividade de GST nas raizes de plantas de mostarda enquanto que
em folhas, nenhuma alteragdo foi observada (PANDEY; DIXIT; SHYAM, 2005). A expressao
das GSTs sendo tanto tecido-especifica ou restrita a um numero limitado de tecidos, ja tem sido
observada para plantas (MARRS, 1996; McGONIGLE et al., 2000). Varias GSTs sdo induzidas
por hormonios, € possivel que a expressao dos genes seja provocada pelo uso rotineiro de auxinas
e citocininas no meio de cultura (MARRS, 1996). Portanto, ndo ¢ surpreendente a expressao das
GSTs em culturas de calos, visto que cultura de tecidos constitui de fatores (hormoénios) que

induzem intimeros genes em resposta ao estresse.
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5.4 Analise da expressao diferencial de GST nas cultivares de cana-de-agucar

Foi investigada a expressao diferencial dos varios genes de GSTs por RT-qPCR entre as
cultivares ‘SP87-365" ¢ ‘SP80-3280’ antes da aplicacdo de herbicidas (nivel basal constitutivo).
Inicialmente, foram testados os 18 pares de iniciadores dos gene de GST de cana-de-agucar
utilizando um pool de cDNA do tecido foliar das cultivares, diluidos serialmente a 101, 10% e 107
3 para determinar a eficiéncia de amplificacdo (E) e o coeficiente R? obtido na curva de dilui¢des

(Tabela 8).

Tabela 8 - Eficiéncia de amplificagdo e R® correspondente para os pares de iniciadores dos genes
utilizados na RT-qgPCR de amostras de tecido foliar.

Par de iniciadores

Eficiéncia R’
dos genes de GST (alvo)
ScGSTF2 nd nd
ScGSTF3 1,928 0,992
ScGSTF4 1,978 0,987
ScGSTFS 1,996 0,996
ScGSTF6 nd nd
ScGSTF14 nd nd
ScGSTFI5 nd nd
ScGSTU1 1,989 0,996
ScGSTUS nd nd
ScGSTUS 1,969 0,993
ScGSTUI3 1,934 0,996
ScGSTU17 2,002 0,995
ScGSTU31 1,993 0,984
ScGSTU39 nd nd
ScGSTTI1 1,998 0,986
ScGSTZ1 1,971 0,997
ScGSTZ2 nd nd
ScGSTZ3 nd nd

nd: ndo determinado, iniciadores ndo funcionais para a analise.
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Dos 18 iniciadores testados, 10 (ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTF5, ScGSTU1, ScGSTUS,
ScGSTUI13, ScGSTU17, ScGSTU31, ScGSTTI e ScGSTZI) foram considerados como funcionais,
com eficiéncia de amplificacdo variando entre 1,92 (gene ScGSTF3) e 2,00 (ScGSTU17) e
coeficiente R* maiores que 0,98 (Tabela 8). Os valores médios de Cr foram de 20,2 a 27,8
(dados ndo mostrados), bem abaixo do valor de Cr (32,8 - 34,4) dos controles negativos (sem
cDNA molde). Os genes ScGSTF2, ScGSTF6, ScGSTF14, ScGSTF15, ScGSTUS, ScGSTU39,
ScGSTZ2 e ScGSTZ3 foram desconsiderados porque seus Cr médios foram entre 32,1 e 34,5;
préximos aos dos controles negativos, com valores de eficiéncia de amplificacdo e R* abaixo do
ideal, sugerindo uma baixo nivel de expressdo. Nas andlises anteriores de expressao nas diversas
amostras de tecido/6rgdos da planta, foi observado que os genes ScGSTF6, ScGSTFI4,
ScGSTF15 e ScGSTU39 foram mais expressos no colmo, inflorescéncia, meristema e raiz do que
no limbo foliar da planta (Tabela 8), e nesse ensaio foram empregadas amostras de cDNA de
limbo foliar das cultivares; talvez este seja 0 motivo para ndo se obter bons valores de eficiéncia
(E) e R? nas corridas destes genes.

Os genes de referéncia ndo devem ser empregados nas mensuragdes quantitativas via
PCR em Tempo Real sem serem previamente testados para as condigdes experimentais
especificas, e questionados quanto ao objetivo (hipotese) da aplicagio (HUGGETT et al., 2005).
Dentre os trés candidatos a referéncia: P-actina (Actina), Tubulina (-2/8-3 (Tubulina)
[ISKANDAR et al., 2004] e a proteina ribossdmica rpl35-4 (CALSA JR; FIGUEIRA; 2007),
mais uma vez a proteina ribossdmica se destacou por apresentar menor variacdo quantitativa na
expressao nas amostras, portanto esta foi considerada como referéncia (dado ndo mostrado).

Os 10 pares de iniciadores dos genes da GST foram entdo analisados por RT-qPCR de

forma relativa a expressdo do gene de referéncia (rp/35-4), adotando de forma arbitraria a
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amostra da cultivar ‘SP87-365’ como padrao, para ser realizada a comparagao na expressao basal
dos genes entre as cultivares. Foram observadas diferengas na expressao basal constitutiva dos
10 genes de GST entre as cultivares ‘SP87-365 ¢ ‘SP80-3280’ (Figura 13). Os genes ScGSTF3,
ScGSTF4, ScGSTUS, ScGSTUI3 e ScGSTUI7 apresentaram expressdao significativamente
superior em ‘SP80-3280° do que em ‘SP87-365" (Figura 13). Os genes ScGSTUI e ScGSTTI
apresentaram diferencas de expressdo marginalmente significativas entre as cultivares. A
expressao relativa dos genes ScGSTUI e ScGSTTI na ‘SP80-3280" (1,349+0,190 e 1,275+0,178)
foi levemente superior a da cultivar ‘SP87-365" (1,065+0,097 e 1,007+0,086), respectivamente.
Para o gene ScGSTF5 (‘SP80-3280°=1,163+0,191; ‘SP87-365’=1,009+0,093) ndo houve
diferengas significativa entre a expressao nas duas cultivares. Da mesma forma, a expressao dos
genes ScGSTU31 e ScGSTZI nao diferiram entre as cultivares, com 0,977+0,166 ¢ 0,971 +0,137

para ‘SP80-3280" ¢ 0,902+0,097 ¢ 0,914 £0,077 para ‘SP87-365’, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Expressédo relativa dos genes de GST nas cultivares de cana-de-agucar em relagdo ao controle
interno (cultivar ‘SP87-365). Eixo X: genes referentes as quatros classes da GST. Eixo Y: os
valores da expressdo correspondem a razao entre gene de interesse (GST) e gene de referéncia
(rpl35-4), indicando o numero de vezes que o gene ¢é expresso nas cultivares (‘SP87-365" ¢
‘SP80-3280”).
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De modo geral, os genes pertencentes as classes Phi e Tau foram os que evidenciaram
diferengas na expressao basal dos genes de GST entre as cultivares. Os resultados de expressao
basal diferencial entre as cultivares corroboram com os dados de atividade enzimatica da GST
entre as mesmas, que foram obtidos em nosso laboratério. Em alguns casos, um aumento na
atividade da enzima GST pode ser acompanhado pelo aumento da expressao da GST, enquanto
que em outros casos, a resisténcia ao herbicida tem resultado do aumento da atividade enzimatica
da GST (CUMMINS et al., 1997, CUMMINS; COLE; EDWARDS, 1999).

Para confirmar a mesma tendéncia de expressdo dos genes entres as cultivares, foi
realizada outra analise utilizando somente as amostras controle de cada cultivar (sem herbicida) a
48 h apds os tratamentos. O resultado desta andlise também confirmou a expressdo basal
diferenciada para os mesmos genes de GST entre as cultivares, como observado a 0 h, sendo a
maior expressdo dos genes detectada na cultivar ‘SP80-3280° em relagdo a ‘SP87-365" (dados
nao mostrados).

Para a andlise de expressio das GSTs em resposta a aplicacdo dos herbicidas foi
avaliada amostras das cultivares 48 h apo6s os tratamentos (Ametryn, Diuron, Imazapic e
Isoxaflutole), em relagdo a amostra controle (sem herbicida) de cada cultivar de modo a analisar a
resposta dos genes nas cultivares expostas aos diferentes tratamentos. Inicialmente, foram
testados os 18 pares de iniciadores dos gene de GST de cana-de-agucar, utilizando um pool de
cDNA do tecido foliar das cultivares para determinar a eficiéncia de amplificagdo (E) e o
coeficiente R? obtido na curva de dilui¢des (Tabela 9).

Dos 18 iniciadores testados, 10 (ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTFS5, ScGSTUI, ScGSTUS,
ScGSTU13, ScGSTU17, ScGSTU31, ScGSTTI e ScGSTZI) foram considerados como funcionais,
com eficiéncia de amplificacdo variando entre 1,92 (gene ScGSTU3I) e 2,03 (ScGSTF3) e

coeficiente R* maiores que 0,98 (Tabela 9). Os 10 iniciadores validados foram os mesmos



86

obtidos nas andlises anteriores (sem herbicidas). Os valores médios de Ct foram de 19,4 a 25,7
(dados nao mostrados), bem abaixo do valor de Cr (31,8 - 34,4) dos controles negativos (sem
cDNA molde). Os genes ScGSTF2, ScGSTF6, ScGSTF14, ScGSTF15, ScGSTUS, ScGSTU39,
ScGSTZ2 e ScGSTZ3 foram desconsiderados porque seus Cr médios foram entre 31,4 ¢ 33,8;
préximos aos dos controles negativos, com valores de eficiéncia de amplificacio e R* abaixo do

ideal, sugerindo um baixo nivel de expressao.

Tabela 9 - Eficiéncia de amplificagdo e R® correspondente para os pares de iniciadores dos genes
utilizados na RT-qPCR de amostras de tecido foliar.

Par de iniciadores

Eficiéncia R’
dos genes de GST (alvo)
ScGSTF2 nd nd
ScGSTF3 2,030 0,993
ScGSTF4 1,975 0,998
ScGSTFS5 1,982 0,989
ScGSTF6 nd nd
ScGSTF14 nd nd
ScGSTFI15 nd nd
ScGSTUI 1,967 0,992
ScGSTUS nd nd
ScGSTUS 1,997 0,989
ScGSTUI3 1,972 0,994
SeGSTU17 1,988 0,987
ScGSTU31 1,927 0,994
ScGSTU39 nd nd
ScGSTT1 2,018 0,995
ScGSTZ1 1,962 0,987
ScGSTZ2 nd nd
ScGSTZ3 nd nd

nd: ndo determinado, iniciadores ndo funcionais para a analise.

Os 10 genes de GST expressos nas cultivares foram entdo analisados por RT-qPCR de

forma relativa ao gene de referéncia (rp/35-4). De modo geral, em ambas as cultivares foi
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observada indug¢do na expressao dos genes de GST na presenca dos herbicidas Ametryn ou
Diuron (Figura 14A-B), e repressdo na expressao na presenca dos tratamentos com Imazapic ou
Isoxaflutole (Figura 14C-D). Os genes referentes as classes Phi e Tau foram os que tiveram sua
expressdo mais induzida na presenga do Ametryn ou Diuron, enquanto que na presenca de
Imazapic ou Isoxaflutole estes tiveram expressio menos reprimida, em relacdo as suas
respectivas amostras controle (Figura 14).

A expressao dos genes ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTUS e ScGSTU17 na ‘SP87-365" foi
significativamente induzida na presenca do herbicida Ametryn (Figura 14A). A expressdo
relativa dos genes ScGSTUI e ScGSTTI foi considerada levemente induzida na cultivar ‘SP87-
365°, apresentando valores iguais a 1,226+0,156 ¢ 1,181+£0,130, respectivamente. Os genes
ScGSTF5, ScGSTUI13, ScGSTU31 e ScGSTZI foram ligeiramente reprimidos (1,029+0,295;
1,006+£0,224; 1,018+0,117 e 1,020+0,026), respectivamente em relagdo ao controle. Ja na andlise
da cultivar ‘SP80-3280’ exposta ao mesmo tratamento, foi observado que os genes ScGSTF3,
ScGSTF4, ScGSTUS, ScGSTU13 e ScGSTU17 foram significativamente induzidos em relacdo ao
seu controle (Figura 14A). Os genes ScGSTUI, ScGSTU31 e ScGSTTI foram discretamente
induzidos, apresentando valores de expressao iguais a 1,461+0,414; 1,344+0,279 e 1,380+0,316,
respectivamente. Os genes ScGSTF5 e ScGSTZ1 foram levemente reprimidos (1,260+0,411 e
1,229+0,370), respectivamente em relagdo ao controle da cultivar.

A anadlise de expressdo dos genes ScGSTF4, ScGSTUI3 e ScGSTUI7 na ‘SP87-365°
exposta ao tratamento com Diuron constatou uma aparente inducdo na cultivar em relacdo ao
controle (Figura 14B). Os genes ScGSTF3, ScGSTUS e ScGSTZ1 foram levemente expressos na
‘SP87-365’, com valores relativos a 1,362+0,263; 1,391+0,281; e 1,207+0,129, respectivamente.
A expressdo dos genes ScGSTFS, ScGSTUI, ScGSTU31 e ScGSTTI foi discretamente reprimida

na cultivar ‘SP87-365’ em comparacdo ao controle. Na andlise de expressdo dos genes na
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cultivar ‘SP80-3280° em relacdo a sua amostra controle, foi observado para os ScGSTF4,
ScGSTUS, ScGSTUI3 e ScGSTUI7 uma significativa inducdo (Figura 14B). Para os genes
ScGSTF3, ScGSTUI, ScGSTU31, ScGSTTI e ScGSTZI esta indugdo foi pouco aparente mas
marginalmente significativa, sendo 1,713+0,4603; 1,432+0,296; 1,315+0,298; 1,552+0,251; ¢
1,474+0,231, respectivamente. O gene ScGSTFS5 nao foi afetado na cultivar ‘SP80-3280°
(1,275+0,278) em relagdo ao controle.

Na cultivar ‘SP87-365 tratada com os herbicidas Imazapic ou Isoxaflutole, foi
observado que todos dos genes (ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTFS5, ScGSTUI, ScGSTUS e
ScGSTUI13, ScGSTUI17, ScGSTU31, ScGSTTI ¢ ScGSTF4) foram reprimidos em relagdo ao
controle da cultivar (Figura 14 C-D). Os ScGSTF5, ScGSTU31 e ScGSTZ1 foram os genes que
apresentaram a maior repressao (0,254+0,017; 0,187+0,026; e 0,070+0,033, respectivamente) na
cultivar ‘SP87-365’ tratada com Imazapic (Figura 14C); enquanto que a cultivar exposta ao
herbicida Isoxaflutole, os genes ScGSTUI, ScGSTU31 e ScGSTZI foram os mais reprimidos
(0,296+0,065; 0,297+0,059; e 0,160+0,080, respectivamente) [Figura 14D]. Da mesma forma
para ‘SP80-3280’ foi observado que todos os genes de GST foram reprimidos, com excec¢do dos
ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTUI13 e ScGSTU17 que significativamente ndo foram nem induzidos ¢
nem reprimidos, € sim se mantiveram estaveis quando comparados ao controle (Figura 14C-D),
apresentando valores iguais a 1,037+0,031; 1,082+0,024; 1,018+0,027; e 1,011+0,030,
respectivamente para a cultivar tratada com Imazapic (Figura 14C) e 1,021+0,051; 1,014+0,009;
1,087+£0,071; e 1,089+0,068, respectivamente para Isoxaflutole (Figura 14D).

Em geral dentre os tratamentos com herbicidas, Imazapic ou Isoxaflutole causou
repressao na expressao na maioria dos genes para ambas as cultivares em relacdo aos respectivos
controles, o primeiro herbicida pertencente ao grupo quimico das imidazolinonas, e seu modo de

acao ¢ um pouco diferenciado, este inibe a enzima alostérica acetohidroxiacido sintase (AHAS),



89

interferindo na biossintese dos aminoacidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e valina,
prejudicando a sintese de proteinas, a sintese de DNA e o crescimento celular; e o segundo
pertencente ao grupo quimico dos isoxazoles, atua na inibi¢do da enzima 4-hidroxifenil-piruvato-
dioxigenase (4HPPD), chave na biossintese de quinona e, portanto, interfere na sintese de
carotendides, como também desestabiliza a cadeia transportadora de elétrons, impedindo o
processo de fotossintese e, conseqilientemente, promovendo inibi¢do no crescimento e clorose
mais acentuada, respectivamente. Ja na presenga do Ametryn ou Diuron, foi observada uma
indugdo na expressao das GSTs as cultivares também em relacdo ao seu controle mostrou-se
melhor reagir aos tratamentos, onde o primeiro herbicida pertencente ao grupo quimico das
triazinas, o modo de agdo esta diretamente ligado no fotossistema II, inibindo o processo de
fotossintese e conseqilientemente, atuando indiretamente na inibi¢do do crescimento das plantas e
induzindo clorose foliar; e o segundo derivado de uréia, que também atua diretamente no
fotossintema II, inibindo todo o processo fotossintético e por sua vez, o crescimento do vegetal e
favorecendo a clorose foliar, respectivamente.

Embora os herbicidas tenham diferentes modos de acdo que sdo dependentes da sua
classe quimica, os caminhos de fitotoxicidade na célula causando oxidagdo descontrolada sdo
bastante similares. Isto é claramente visto por alguns herbicidas que causam branqueamento das
folhas das plantas, a agdo dos mesmos acabam interferindo diretamente no transporte de elétrons
do fotossistema I e II ou na sintese de clorofilas e/ou pigmentos carotendides (EDWARDS;
DIXON, 2000). Nao se tem nenhuma associa¢do dos herbicidas Imazapic ou Isoxaflutole com a
atividade de GST em plantas, enquanto que para os herbicidas Ametryn ou Diuron esta
associagdo a atividade da enzima j& tem sido observada. Como exemplo, o herbicida Ametryn
que foi aplicado nas cultivares ‘SP87-365" e ‘SP80-3280°, a partir foi observado que a ‘SP80-

3280’ demonstrou uma maior tolerancia ao herbicida, enquanto que ‘SP87-365’ mostrou grande
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sensibilidade. Essa diferenca em tolerancia ao herbicida Ametryn parece estar associada a uma
maior atividade de GST em ‘SP80-3280° em relagdo a ‘SP87-365°, segundo dados obtidos em
nosso laboratorio.

Em sorgo e milho, a desintoxicagdo do herbicida Cloroacetanilida ¢ carreada pelas GSTs
da classe Phi, enquanto em soja, trigo e arroz, esta atividade ¢ atribuida as enzimas da classe Tau
(EDWARDS; DIXON, 2000). Em geral, os genes (ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTUI3 e
ScGSTUI7) de GST que sdo pertencentes as classes Phi e Tau foram os mais expressos nas
cultivares sob os tratamentos com os herbicidas (Ametryn, Diuron, Imazapic e Isoxaflutole) e,
portanto foram considerados como possiveis candidatos que estdo associados a tolerancia de
herbicidas em cana-de-agucar (Figura 14). Em plantas, as GSTFs ¢ GSTUs s3o as principais
classes que usam a glutationa reduzida (GSH) nas reagdes de substituicdo/adicdo para a

desintoxica¢ao dos herbicidas (EDWARDS; DIXON, 2000).
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Figura 14. Expressdo relativa das GST nas cultivares de cana-de-aglicar em relagdo ao controle de cada cultivar (sem herbicida). Eixo X: genes
referentes as classes da GST. Eixo Y: os valores da expressdo correspondem a razdo entre gene de interesse (GST) e gene de referéncia
(rpl35-4), indicando o nimero de vezes que o gene € expresso nas cultivares aos diferentes herbicidas: (A) Ametryn, (B) Diuron, (C)
Imazapic e (D) Isoxaflutole.
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5.5 Analise por Southern blot

Os resultados dos Southern indicam a presenca de um grande numero de fragmentos
para as hibridizagdes com as sondas F4 e Ul (Figura 15A-B). Para a sonda U/ (Figura 15B), a
digestdo com Dral revelou >20 fragmentos, numero similar obtido com as outras duas enzimas
empregadas, associado com um rastro de fundo (background) sugerindo a ocorréncia de nimero
maior de copias. Resultados similares foram obtidos para a sonda F4, mas com resolucao inferior
(Figura 15A).

Na hibridizagdo com a sonda F4 ¢é possivel detectar uma hibridizagdo cruzada entre a
sonda de Phi e os controles negativos T/(Theta) e Z3 (Zeta), o que poderia explicar também o
excesso de fragmentos hibridizados. Essa hibridiza¢do cruzada ndo foi evidente, mas é também
detectavel com a hibridizagdo empregando a sonda U/ (Figura 15B). Entretanto, a hibridizacao
com a sonda Z3 (Figura 15D), revelou um padrdo de bandas diferente daquele obtido com a
sonda F4 (Figura 15A), sugerindo que a hibridizagdo cruzada ndo afeta excessivamente o perfil
de fragmentos observados, e conseqiientemente ndo estaria associado ao numero grande de
copias. Além disso, o nivel de similaridade de seqiiéncia entre genes de GST de classes distintas
¢ baixo. No caso da hibridizacdo com a sonda Z3 (Figura 15D), houve a detec¢do adequada do
controle positivo, ¢ o numero de fragmentos parece ser inferior aos observados para F4 e Ul
(Figura 15A-B). Houve hibridizagdo cruzada parcial entre as sondas 7/ e Z3 (Figura 15D). Um
nimero bem menor de fragmentos pode ser observado com a hibridizagdo com a sonda 7/
(Figura 15C), observando-se de 4 a 7 bandas, sugerindo que este gene possui menos
copias/alelos. Nessa hibridizagdo, foi necessario remover a canaleta com o controle positivo
devido o excesso de hibridizagdo. Esses resultados, ainda parciais corroboram com o numero de
fragmentos detectados em arroz (SORANZO et al.,, 2004), onde o maior nimero de genes

pertencem as classes Phi e Tau, sendo a classe Zeta e Theta, menos freqiientes.



93

M1 23 4 S5||M12 3 435 2 sl | Me 1 223204 5

& .
5

SR 1

‘ g

L&

Figura 15. Analise de Southern da ‘SP80-3280’ utilizando sondas de GST: (A) F4 — classe Phi; (B) U1 -
Tau; (C) T1 - Theta; e (D) Z3 - Zeta. M- marcador molecular A-Hindlll, 1- controle positivo
(T1), 2- DNA digerido com a enzima Dral, 3- DNA digerido com EcoRI, 4- DNA digerido

com Hind 111 e 5- controle positivo (Z3).
As GSTs de arroz ndo estdo aleatoriamente distribuidas no genoma, a maioria dos genes
das classes Phi e Tau esta preferencialmente distribuidas nos cromossomos 1 e 10,
respectivamente (SORANZO et al., 2004). Segundo Grove et al. (1988), as classes de GST Phi e
Tau estdo presentes em unico ou pouco numero de copias no genoma de milho. A andlise

genOmica sugeriu a possibilidade de uma cépia unica do gene GS727.2 entre as linhagens

(Cat100-6 e S1587-17) de milho (CANCADO et al., 2005).
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6 CONCLUSOES

Foram identificados 18 genes presumivelmente codificadores de GST em cana-de-
acucar, que foram classificados por meio de analise filogenética em comparacdo aos genes
ortdlogos de arroz em sete agrupamentos da classe Phi; sete da Tau; um da Theta e trés da Zeta.
Os genes da classe Phi e Tau foram os mais expressos em termos de numero de ESTs
identificados.

A andlise transcricional das GSTs nos diferentes tecidos/Orgdos de cana-de-agucar
determinou que os genes pertencentes a classe Phi (ScGSTF) foram mais expressos no colmo em
relacdo ao limbo foliar; das classes Tau (ScGSTU) e Theta (ScGSTT) na inflorescéncia, e da
classe Zeta (ScGSTZ) no meristema. As GSTs das classes Phi e Tau foram as mais expressas nas
amostras de tecidos/orgaos da planta.

Os genes (OsGSTF4, OsGSTUI e OsGSTT1), considerados os mais expressos na classe
Phi, Tau e Theta de arroz, foram os mesmos equivalentes aos mais expressos de cana-de-agucar
(ScGSTF4, ScGSTUI e ScGSTTI) baseado em dados de ESTs.

O numero de copias estimado por andlise de Southern corroborou com os dados de
analise virtual aos encontrado em arroz, onde o maior nimero de genes pertence as classes Phi e
Tau, sendo a classe Zeta e Theta, menos freqiientes.

A analise transcricional das GSTs mostrou uma expressdo basal (0 h) significativamente
superior dos genes das classes Phi e Tau na cultivar ‘SP80-3280 em relagdo a ‘SP87-365".

A analise transcricional nas cultivares, 48 h apos a aplicacdo dos herbicidas mostrou que
de modo geral os genes de GST tiveram sua expressao induzida com a aplicacdo de Ametryn ou

Diuron, ou expressao reprimida com Imazapic ou Isoxaflutole em ambas as cultivares.
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Os genes ScGSTF3, ScGSTF4, ScGSTU13 e ScGSTUI7 diferencialmente expressos de
forma constitutiva nas cultivares, foram considerados como possiveis genes candidatos
associados a tolerancia aos diferentes herbicidas em cana-de-agticar. Esses genes poderiam ser
re-introduzidos individualmente em cana-de-agucar sob o controle de promotor constitutivo para

validar suas atuacdes na tolerancia aos diversos herbicidas.
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Apéndice A - Resultado obtido no sequenciamento das 17 seqiiéncias referentes as GSTs de cana-de-
aclcar apds a analise quanto a qualidade, redundancia e presenca de vetor no programa
Phred/Phrap/Crossmatch. Seqiiéncia do produto de amplificagdo dos genes representa em
negrito e o par de iniciador especifico sublinhado.
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