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Figura 1 � Biossíntese dos monolignóis. PAL: fenilalanina amônia-
liase, C4H: cinamato hidroxilase, C3H: coumarato hidroxilase, OMT: o-
metiltransferase, F5H: ferulato hidroxilase, 4CL: 4-hidroxicinamato-CoA
ligase, CCR: cinamoil-CoA redutase, CAD: álcool cinamílico
desidrogenase.

 lignificação é um proces-
so altamente regulado de-
corrente da biossíntese das
ligninas, componentes in-
trínsecos da parede celu-

lar secundária de vegetais superiores.
Respondendo por 25 a 30% da bio-
massa terrestre, as ligninas represen-
tam o segundo mais abundante bio-
polímero do planeta, sendo supera-
das apenas pela celulose. Trata-se de

polímeros vegetais derivados dos ál-
coois hidroxicinamílicos p-coumaríli-
co, coniferílico e sinapílico, também
chamados de monolignóis. Funcio-
nalmente, a rigidez e a hidrofobia dos
polímeros de lignina são importantes
para o suporte mecânico, característi-
ca que provavelmente permitiu a me-
lhor adaptação das plantas à vida
terrestre (MONTIES, 1989), a condu-
ção de água (NORTHCOTE, 1989) e a
defesa vegetal ao ataque de patóge-
nos (VANCE et al., 1980). Além disso,
as ligninas parecem exercer um im-
portante papel na ancoragem e sus-
tentação de polissacarídeos da parede
celular durante a deposição dos mes-
mos, como foi demonstrado pela ini-
bição de enzimas envolvidas na ligni-
ficação (NAKASHIMA et al., 1997).

Do ponto de vista econômico, a
presença de altos teores de ligninas
em vegetais representa maior custo de
produção ou baixa produtividade. Na
obtenção da polpa de celulose e papel
a partir da madeira, por exemplo, a
lignina deve ser removida por meio de
um tratamento químico severo, que é
oneroso tanto em termos financeiros
quanto ambientais. Na pecuária, os
altos teores de ligninas em plantas
forrageiras determinam uma baixa di-
gestibilidade, caracterizando pastagens
de baixa qualidade.

Visando a melhor compreender os
mecanismos de regulação gênica en-
volvidos na biossíntese das ligninas,
vários trabalhos têm buscado a carac-
terização de enzimas e genes envolvi-
dos nessa rota metabólica. Esses estu-
dos têm permitido a alteração do pro-
cesso de lignificação por meio, por
exemplo, da modulação da atividade
enzimática pela inibição química (LAU-
VERGEAT et al., 1995) ou pela expres-
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A. thaliana E. botryoides E. gunnii E. saligna
A. thaliana 100,00 69,85 70,11 69,83
E. botryoides 100,00 97,41 98,35
E. gunnii 100,00 97,50
E. saligna 100,00

são dos genes em orientação reversa
ou antisenso (HALPIN et al., 1994;
HIBINO et al., 1995; BAUCHER et al.,
1996). O entendimento e a manipula-
ção dos elementos envolvidos na re-
gulação desses genes possibilitará a
obtenção de plantas (arbóreas e forra-
geiras) com teores de ligninas mais
adequados aos diversos fins industri-
ais ou à pecuária.

Enquanto as etapas enzimáticas e
os substratos envolvidos na biossínte-
se dos precursores primários das ligni-
nas estão relativamente bem caracteri-
zados, pouco se sabe a respeito da
formação do polímero de lignina per
se, sua estrutura in situ e sua biodegra-
dação. A formação de monolignóis
representa um dos principais ramos
da rota metabólica do chiquimato/
corismato, uma vez que grandes quan-
tidades do material vascular vegetal
são derivadas de fenilpropanóides
(Figura 1). Além dos monolignóis,
diversas classes de compostos deri-
vam, em menor proporção, da mesma
rota biossintetizante geral de fenilpro-
panóides, principalmente flavonóides,
isoflavonóides, furanocoumarinas, fe-
nóis simples, ácidos e álcoois conife-
rílicos glicosilados. Essas substâncias
possuem funções de defesa (fitoalexi-
nas e protetores à luz ultravioleta),
ecológicas (pigmentos e fragrâncias)
e de reguladores do crescimento (DI-
XON & LAMB, 1990).

Vários trabalhos têm descrito o
isolamento e a caracterização de ge-
nes codificadores de enzimas envolvi-
das na rota de biossíntese das ligninas.
O estudo da regulação gênica e enzi-
mática em etapas iniciais da conver-
são do aminoácido precursor fenilala-
nina (enzimas PAL e 4-CL) encontra-
se em estado avançado, servindo de
paradigma ao entendimento da regu-
lação do metabolismo secundário em
plantas. Vários trabalhos demonstra-
ram que a transcrição desses genes é
positiva, rápida e coordenadamente
regulada em situações de estresse
como o tratamento com indutores
(elicitors) fúngicos ou luz ultravioleta
(revisado em BOUDET et al., 1996). O
estudo dos processos que regulam a
expressão de genes participantes das
etapas finais da síntese de monolignóis,
no entanto, está nos estágios iniciais,
mas é possível que, da mesma forma,
haja uma regulação coordenada da

Figura 2 � Resultados das amplificações de fragmentos de cad de
E. saligna com diferentes combinações de primers.
As fotografias reproduzem os géis de agarose contendo os produtos
de amplificação a partir de PCRs de DNA genômico de E. saligna (Es).
Como controles negativos foram utilizadas as misturas de reações (R)
sem DNA-molde; [A] Amplificação do fragmento de cad de 0,8 kb
com os primers CADFOR (5�-GGGGCTTGGAGGGGTTGG-3�) e
3�ENDCAD (5�-CTAATCAAGCTTGCTTCCC/AGCA/GACGTCC-3�).
Padrão �100 bp ladder� de fragmentos de DNA em pb (M1); [B]
Amplificação do fragmento de cad de 1,4 kb com os primers
5�ENDCAD (5�-AAGCTTGGATCTTTGAGCAAAAATGGGC-3�) e
CADREV (5�-CCAACCCCTCCAAGCCCC-3�). Padrão de fragmentos de
DNA de fago λ gerados por restrição com HindIII, em pb (M2).
Controle positivo da reação constituído de plasmídeo contendo cDNA
para CAD de E. gunnii (P); [C] Amplificação do fragmento de cad de
2,3 kb com os primers 5�ENDCAD e 3�ENDCAD. Padrão de fragmentos
de DNA de fago λ gerados por restrição com EcoRI/HindIII, em pb
(M3). As PCRs foram realizadas em tubos de microcentrífuga de 0,5 ml
em um volume final de reação de 100 µl; Cada reação foi conduzida
com 150 ng de DNA-molde, 200 µM de dNTP�s, 300 ng de cada
primer, 5 U de Taq DNA Polimerase (CENBIOT Enzimas) e 2 mM de
MgCl

2
. As condições de termociclagem foram as seguintes:

desnaturação inicial de 3 min a 94ºC seguida de 6 ciclos de
amplificação com redução em 2ºC na temperatura de anelamento a
cada ciclo (67ºC → 57ºC), seguidos de 35 ciclos de  [30 s a 94ºC + 1
min a 57ºC + 2 min a 72ºC] e, finalmente, um período de 5 min a
72ºC para síntese final.

Tabela 1 � Comparação entre as seqüências nucleotídicas de genes
cad (% de identidade). Os resultados foram obtidos através de análise
realizada com o comando �Bestfit� do GCG (1997), utilizando os
parâmetros padrões pré-definidos pelo programa. Os números de acesso
nos bancos de dados para os genes cad de A. thaliana, E. botryoides e E.
gunnii são, respectivamente,  Z31715, D16624 e X75480.
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expressão para estes.
Visando melhor compreender os

mecanismos de regulação gênica
envolvidos na síntese de ligninas em
plantas, este trabalho teve como
objetivo isolar e caracterizar o gene
codificador da enzima álcool cina-
mílico desidrogenase (CAD) de E.
saligna, uma das espécies arbóreas
de maior importância na região sul
do Brasil para a produção de celulo-
se e papel. Com o objetivo de gerar
plantas transgênicas de Eucalyptus
com teores de ligninas reduzidos,
ensaios de transformação genética
foram, igualmente, conduzidos com
E. saligna e E. dunnii, outra espécie
de grande importância para o sul do
Brasil.

O gene cad de
Eucalyptus saligna

A estratégia utilizada para isolar
as seqüências nucleotídicas codifi-

Figura 3 � Mapa físico e
estratégia de seqüenciamento
dos fragmentos do gene cad de
E. saligna.
Os sítios de HindIII e EcoRI estão
situados no vetor pBluescript SK+

(Stratagene). As setas azuis indicam
a direção e extensão dos
seqüenciamentos. As setas
vermelhas indicam a posição e
orientação dos primers. As barras
maiores (cor de rosa)
correspondem aos fragmentos de
2,3 e 1,4 kb clonados. As barras
púrpuras representam os exons do
gene.

Figura 4 � Alinhamento de
seqüências de aminoácidos
aferidas a partir de seqüências
do gene cad disponíveis.
O alinhamento foi realizado através
do comando �PileUp� do programa
GCG (1997), utilizando parâmetros
padrões pré-determinados. Os
códigos de acesso às seqüências
nucleotídicas estão indicados na
legenda da Tabela 2. A seqüência
indicada nas linhas inferiores às
comparações representa o
consenso entre elas.



Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento - Encarte Especial      155

A
.c

o
r

A
.th

al

E
. 
B
o
tr

E
. 
gu

1

E
. 
gu

2

E
. 
gl

o
b

L.
 p

er
e

M
. 
sa

ti

N
. 
ta

b
1

N
. 
ta

b
2

P
. 
ab

ie

P
. 
d
el

t

P
. 
ra

d
i

P
. 
ta

el

P
. 
ta

e2

S.
 h

u
1

S.
 h

u
2

E
. 
sa

li

A.cor 100 78 71 12 80 80 78 79 83 80 69 83 68 67 67 50 47 80
A.thal 100 64 12 73 73 74 75 74 73 65 76 64 63 64 47 45 73
E.botr 100 12 87 87 66 67 71 69 60 70 60 59 59 42 39 88
E.gu1 100 13 13 12 13 12 13 13 12 13 13 13 13 12 13
E.gu2 100 99 74 77 80 77 68 80 67 66 67 48 45 98
E.glob 100 74 77 89 77 68 80 68 67 67 48 45 98
L.pere 100 73 76 74 66 75 67 66 66 47 47 74
M.sati 100 79 77 67 79 66 65 66 48 45 76
N.tab1 100 94 69 81 69 68 69 48 47 80
N.tab2 100 69 79 69 68 69 49 47 78
P.abie 100 69 94 94 94 51 48 68
P.delt 100 70 68 69 50 47 80
P.radi 100 98 99 51 48 68
P.tae1 100 98 52 48 67
P.tae2 100 51 48 67
S.hu1 100 55 48
S.hu2 100 45
E.sali 100

cadoras da enzima CAD foi a direta
amplificação destas pela Reação em
Cadeia da DNA Polimerase (PCR) a
partir de DNA genômico de E. saligna.
Utilizando oligonucleotídeos iniciado-
res (primers) confeccionados a partir
da análise de seqüências conservadas
dos genes cad disponíveis (GenBank
e EMBL, referências e códigos de
acesso indicados na Tabela 2), três
fragmentos de DNA foram amplifica-

Tabela 2 � Percentual de identidade de resíduos de aminoácidos de diferentes proteínas CAD inferidos a
partir de seqüências disponíveis nos bancos EMBL e GenBank. Os valores de identidade foram obtidos a
partir do alinhamento das seqüências através do programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Os números de
acesso no GenBank e EMBL às seqüências estão indicados a seguir. A.cord (A. cordata, D13991, HIBINO et al.,
1993); A.thali (A. thaliana, L37884); E.botr (E. botryoides, D16624); E.gu1 (E. gunnii 1, X88797, GRIMA-
PETTEMATI et al., 1993); E.gu2 (E. gunnii 2, X65631, GRIMA-PETTEMATI et al., 1993); E.glob (E. globulus,
AF038561); L.pere (L. perenne, AF010290); M.sati (M. sativa, Z19573, VAN DOORSSELAERE, et al., 1995); N.tab 1
(N. tabacum 1, X62343, KNIGHT et al., 1992); N.tab2 (N. tabacum2, X62344, KNIGHT et al., 1992); P.abie (P.
abies, X72675, GALLIANO et al., 1993); P.delt (P. deltoides, Z19568); P.radi (P. radiata, U62394); P.tae1 (P. taeda1,
Z37991, O�MALLEY et al., 1992); P.tae2 (P. taeda2, Z37992, O�MALLEY et al., 1992); S.hu1 (S. humilis1, L36823);
S.hu2 (S. humilis2, L36456). Os valores de identidade foram obtidos a partir do alinhamento das seqüências por
meio do programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994).

Figura 5 � Southern blot de DNA
genômico de E. saligna hibridizado
com uma sonda correspondente
ao quarto exon do gene cad de E.
gunnii. O fragmento de DNA utilizado
como sonda possui 256 pb e foi
excisado de pEuCAD2 (Grima-
Pettenati et al., 1993) com NcoI. Os
números indicam tamanhos de
fragmentos padrões de DNA em kb.
Ba = BamHI, Bg = BglII, E = EcoRI, H
= HindIII, N = NcoI, P = PstI, Xa =
XbaI, Xo = XhoI, C = cDNA de E.
gunnii.

dos, clonados e analisados por mape-
amento e seqüenciamento (Figuras 2
e 3). Os fragmentos de 1,4 kb, corres-
pondente à porção 5�-terminal do gene,
e de 0,8 kb, correspondente à porção
3�-terminal, estão contidos no frag-
mento de 2,3 kb. Por tratar-se do
fragmento mais completo, este último
foi utilizado para subclonagens e se-
qüenciamento. Conforme ilustrado na
Figura 3, a análise da seqüência nucle-

otídica do gene cad de E. saligna
revelou a presença de cinco exons. A
comparação de cad de E. saligna com
as outras seqüências genômicas já
isoladas, provenientes de Arabidopsis
thaliana (BAUCHER et al., 1995), E.
gunnii (FEUILLET et al., 1995) e E.
botryoides (HIBINO et al., 1994), de-
monstrou alta identidade entre elas
(Tabela 1), sendo bastante conserva-
da entre as espécies de Eucalyptus
(97% de identidade entre nucleotíde-
os).

Seqüências de cDNAs de cad fo-
ram isoladas de mais de 12 espécies
vegetais. A comparação das seqüênci-
as peptídicas CAD deduzidas a partir
destas seqüências nucleotídicas (Fi-
gura 4 e Tabela 2) revelou uma iden-
tidade de 98% entre a enzima de E.
saligna e as seqüências descritas para
E. gunnii e E. globulus, e de 88% com
a seqüência de E. botryoides. Este
último valor foi provavelmente subes-
timado em função da falta do segundo
exon da seqüência cad de E. botryoi-
des, observável no alinhamento. O
notável grau de conservação das pro
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teínas CAD alinhadas permite inferir
que resultados de análises de elemen-
tos estruturais desta proteína determi-
nados em outros organismos, sejam
válidos, também, para a CAD de E.
saligna. A identidade dos clones de
cDNA provenientes de E. gunnii e
Picea abies foram comprovadas bio-
quimicamente pela produção de pro-
teínas CAD funcionais (GRIMA-PET-
TENATI et al., 1993; GALLIANO et al.,
1993). A homologia de 98% apresen-
tada entre a seqüência de aminoáci-
dos deduzida do gene cad isolado de
E. saligna com os resíduos de amino-
ácidos inferidos para a seqüência cad
de E. gunnii confirma, assim, a verda-
deira identidade do clone obtido.

A presença de duas cópias gênicas
codificadoras de CAD no genoma de
E. saligna foi definida a partir da
análise de hibridização de Southern
blot, onde duas bandas foram obser-
vadas para cada amostra de DNA
tratada com endonucleases (Figura 5).
Neste experimento, foi utilizado como
sonda um fragmento correspondente
ao quarto exon do gene cad de E.
gunnii (GRIMA-PETTENATI et al.,
1993). Apesar deste fragmento ser
proveniente de outra espécie de Eu-
calyptus, o seqüenciamento compro-
vou que ele apresenta apenas 3 nucle-
otídeos diferentes em relação à mes-
ma porção do gene em E. saligna

(resultado não apresentado, VOM
ENDT, 1999). Análises semelhantes
realizadas para diferentes espécies
vegetais têm revelado, sem exceção,
um pequeno número de bandas de
hibridização. Para cad de E. gunnii
(GRIMA-PETTENATI et al., 1993) e P.
taeda (MACKAY et al., 1995), foi suge-
rido que apenas uma cópia do gene
esteja presente, e duas cópias foram
descritas para Aralia cordata (HIBI-
NO et al., 1993) e N. tabacum (KNI-
GHT et al., 1992). O fato de os três
fragmentos de cad, independentemen-
te amplificados a partir do DNA de E.
saligna, apresentarem seqüências nu-
cleotídicas idênticas (resultados não
apresentados) revelou que todos são
possivelmente provenientes da mes-
ma cópia do gene. Provavelmente
existam diferenças entre as duas cópi-
as nas regiões de anelamento dos
primers utilizados nas PCRs.

A análise da expressão do gene
cad de E. saligna foi realizada pela
hibridização de Northern blots con-
tendo RNAs extraídos de folhas, cau-
les e raízes, e de plântulas inteiras não
tratadas ou mantidas durante 16 horas
em água ou em solução de extrato de
leveduras ou 2,4-D (resultados não
apresentados, VOM ENDT, 1999). A
detecção de RNA para CAD foi possí-
vel apenas em amostras isoladas de
plântulas tratadas com extrato de leve-

duras. O extrato de leveduras funcio-
na como um agente sinalizador ou
indutor de estresse (elicitor), mimeti-
zando uma situação de infecção da
planta por fungos. O envolvimento
das ligninas e de alguns de seus genes
e enzimas biossintetizantes na defesa
vegetal tem sido relatado para diferen-
tes espécies vegetais, particularmente
para PAL e 4CL (DIXON & LAMB,
1990; revisado em BOUDET et al.,
1996). GALLIANO et al. (1993) descre-
veram que o tratamento de plântulas
de P. abies com ozônio, um elicitor
abiótico, e com filtrados de culturas de
Rhizosphaera kalkhoffi, induzem um
aumento significativo da expressão de
cad. Mais recentemente, LONGE-
MANN et al. (1997) sugeriram, inclusi-
ve, a existência de uma proteína CAD
especificamente expressa em respos-
ta a situações de estresse em P. cris-
pum. O comportamento do gene cad
de E. saligna, conforme os resultados
obtidos, indica que este esteja tam-
bém associado à defesa vegetal, em-
bora não se possa desconsiderar o seu
papel na biossíntese de ligninas estru-
turais ou constitutivas.

Transformação genética
de Eucalyptus

Com o intuito de definir um méto-
do eficiente para a obtenção de plan-
tas transgênicas de E. saligna e E.
dunnii, diversas combinações de re-
guladores de crescimento e condições
de cultivo de tecidos in vitro foram
testadas. Em nossos laboratórios, ca-
los friáveis, claros e de rápido cresci-
mento foram obtidos a partir de coti-
lédones de plântulas de E. saligna
germinadas in vitro (Figura 6) e man-
tidos em meio MS completo (MU-
RASHIGE & SKOOG, 1962) contendo
a combinação de 3,5 mg.l-1 de NAA e
0,05 mg.l-1 de quinetina, a 26±2ºC e na
total ausência de luz (COSTA, 1999).
Utilizando o mesmo explante para E.
dunnii, as melhores condições de
cultivo combinaram o meio MS con-
tendo 2,5 mg.l-1 de 2,4-D e 0,5 mg.l-1 de
quinetina, sob as mesmas condições
de luz e temperatura (ZAGO, 1999).

Ensaios de transformação ge-
nética de folhas jovens e cotilédones
de Eucalyptus via biolística foram re-
alizados utilizando-se um acelerador
de partículas de baixa pressão de gás

Figura 6 � Transformação genética de tecidos de Eucalyptus
saligna e E. dunni via Agrobacterium tumefaciens. A. Sementes de
E. saligna; B. Plântulas de 10 dias de E. saligna germinadas in vitro. C.
Cotilédones de E. saligna utilizados nos ensaios de transformação
genética. D. Calos de E. saligna induzidos em meio seletivo após a
infecção com A. tumefaciens; E. Ensaio histoquímico de GUS em calos
derivados de cotilédones de E. saligna e (F.) E. dunnii infectados com
A. tumefaciens LBA4404::pTOK233.
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hélio (Particle Inflow Gun, FINER et
al., 1992). A análise histoquímica da
atividade da proteína-repórter GUS
(β-glicuronidase de E. coli), codifica-
da pelo gene gusA presente no plas-
mídeo utilizado nos ensaios de bom-
bardeamento, revelou uma baixa efi-
ciência de transformação, com menos
de 3 pontos azuis por 25 mm2 de
tecido. Utilizando os mesmos parâme-
tros e materiais, o bombardeamento
de folhas jovens de fumo (N. taba-
cum) e de soja (Glycine max) de-
monstraram uma eficiência muito su-
perior, com mais de 50 pontos azuis
de expressão de gusA por 25 mm2

(resultados não apresentados, COS-
TA, 1999). O emprego do mesmo
explante vegetal como alvo e varia-
ções nas condições de pressão, dis-
tância, micropartículas e plasmídeos
não resultaram em eficiências mais
altas de transformação.

Alguns trabalhos relatam a obten-
ção de tecidos transgênicos de dife-
rentes espécies de Eucalyptus utili-
zando estirpes selvagens de A. tume-
faciens e A. rhizogenes para mediar a
transformação (LEROUX & VAN STA-
DEN, 1991; MACRAE, 1991; CHRIQUI
et al., 1992). Embora tais trabalhos
tenham comprovado a compatibilida-
de de infecção entre agrobactérias e
tecidos dessas arbóreas e demonstra-
do a efetiva transferência de DNA para
as células vegetais, não foram regene-
radas plantas transgênicas. A dificul-
dade para a regeneração tem sido
atribuída ao alto conteúdo em fito-
hormônios sintetizados por enzimas
codificadas por genes do T-DNA sel-
vagem, os quais promovem a franca
multiplicação celular sem que haja
diferenciação em tecidos organizados
(HOOYKAAS & MOZO, 1994; RAVEN
et al., 1996; BRASILEIRO & LACORTE,
1998). Com vistas à futura regenera-
ção de plantas transgênicas e férteis,
portanto, estirpes desarmadas de Agro-
bacterium devem ser preferencialmen-
te utilizadas nas transformações.

Dois experimentos independentes
de transformação de E. saligna e E.
dunnii foram realizados utilizando-se
A. tumefaciens LBA4404::pTOK
233  (HIEI et al., 1994) como vetor. Em
cada experimento, 100 cotilédones de
plântulas de 10 dias (Figura 6) foram
infectados com as agrobactérias es-
sencialmente como descrito em BRA-

SILEIRO & CARNEIRO (1998). Cerca
de 40 dias após a infecção dos cotilé-
dones, 30% dos calos obtidos em meio
MS contendo 100 mg.l-1 de canamicina
foram analisados histoquimicamente
para a atividade da enzima-repórter
GUS (Figura 6). Após 3 subcultivos em
meio seletivo (15 dias/subcultivo), os
calos foram transferidos para meio MS
sem antibióticos para confirmar a eli-
minação das agrobactérias. Em ensai-
os histoquímicos, estes apresentaram

uma uniforme atividade de GUS, com
uma coloração azul intensa (Figura 6).
Considerando-se o número total de
cotilédones de E. saligna infectados
com A. tumefaciens LBA4404::pTOK
233 nos dois experimentos (200) e o
número de calos efetivamente trans-
formados (18) segundo a expressão
do gene gusA, estes resultados de-
monstraram uma eficiência de 9% de
transformação genética. Cerca de 10%
dos calos de E. dunnii recuperados
dos cotilédones transformados com
A. tumefaciens LBA4404::pTOK233 fo-
ram também positivos nos ensaios de
GUS.

A presença de duas cópias do gene
virD2 em pTOK233, codificador da
proteína envolvida no reconhecimen-
to das seqüências flanqueadoras do T-
DNA, na excisão, no transporte e na
integração deste DNA de transferên-
cia ao genoma vegetal (HOOYKAAS
& MOZO, 1994), além de outras carac-
terísticas, realmente parece potenci-
alizar a capacidade de transformação
de Agrobacterium (HIEI et al., 1994).
Esta conclusão se fundamenta no fato
de nenhum calo ter sido recuperado a
partir da infecção dos cotilédones com
A. tumefaciens LBA4404::pMOG
402Gus (resultados não apresentados,
COSTA, 1999), sendo este um plasmí-
deo binário �ordinário� e não um
plasmídeo �super-binário� como é de-
nominado pTOK233 (HIEI et al., 1994).
É importante salientar que todas as
condições da transformação, especi-
almente a concentração de bactérias
utilizadas, foram as mesmas em todos
os experimentos (COSTA, 1999; ZAGO,
1999).

Após vários subcultivos em meio
seletivo seguido de meios não seleti-
vos, os calos transformados de E.
saligna foram analisados quanto à
integração do T-DNA nos genomas
celulares por meio da PCR. Dois pares
de primers foram utilizados em duas
PCRs visando amplificar fragmentos
de 412 pb do gene gusA e 407 pb do
gene nptII. As seqüências dos oligo-
nucleotídeos sintéticos foram defini-
das de acordo com as seqüências
desses genes disponíveis no GenBank
(códigos de acesso S69414 e E00425).
As PCRs foram executadas a partir de
DNAs genômicos isolados dos calos
de E. saligna transformados e que
mostraram-se positivos nos ensaios
histoquímicos de GUS. Como controle
negativo, foi utilizado DNA genômico
de E. saligna isolado de plântulas não
transformadas. Como controle positi-
vo, foram utilizadas preparações de
DNA do plasmídeo pGusKan, conten-
do os genes gusA e nptII. As tentativas
de amplificação do gene nptII não
resultaram positivas, provavelmente
por problemas nos primers utilizados
ou pelas condições de tempo e tem-
peratura das reações. Conforme apre-
sentado na Figura 7, resultados positi-
vos foram obtidos apenas nas amplifi-
cações de seqüências homólogas do
gene gusA. Fragmentos de tamanho

Figura 7 � Amplificação de
fragmentos de gusA a partir
de DNA genômico isolado de
calos de E. saligna
independentemente
transformados. Canaleta 1,
mistura de reação sem DNA-
molde; 2, DNA genômico de E.
saligna não transformado
(controle negativo); 3-10, DNA
genômico de calos amplificados
por primers específicos de gusA;
11, plasmídeo pGusKan
(controle positivo); 12, marcador
de tamanho de fragmentos de
DNA. As condições de
termociclagem utilizadas foram
essencialmente as mesmas
descritas na legenda da Figura 2
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esperado puderam ser observados em
5 das 7 amostras avaliadas de calos
transformados, à semelhança do con-
trole positivo. Nenhum sinal foi obser-
vado nas reações dos controles negati-
vos. Embora a PCR possa amplificar
seqüências do transgene gusA presente
em agrobactérias persistentes nos teci-
dos infectados, a observação da nítida
coloração azul nos calos avaliados, con-
seqüência da correta transcrição e tra-
dução do transgene gusA-íntron, con-
firmam o status transgênico dos calos.

Conclusão e Perspectivas

Este trabalho representa um primei-
ro passo para o esclarecimento dos
mecanismos gênicos envolvidos na bi-
ossíntese de ligninas em E. saligna e
para a futura modulação dos teores ou
composição deste biopolímero. Por in-
termédio das seqüências isoladas, plan-
tas de E. saligna com perfis modifica-
dos de lignina podem, por exemplo,
ser obtidas através da redução da ativi-
dade de CAD pela expressão, em orien-
tação antisenso, da seqüência cad. A
atividade reduzida de CAD, no entanto,
não implica diretamente em menores
quantidades de ligninas presentes nas
paredes celulares vegetais, como foi
demonstrado em N. tabacum (HALPIN
et al., 1994) e Populus (BAUCHER et al.,
1996). Por outro lado, esses trabalhos
demonstraram que a inibição da ativi-
dade de CAD leva à formação de ligni-
nas de composição alterada mais facil-
mente separáveis pelos métodos nor-
malmente utilizados na produção de
polpa de celulose e papel.

Com vistas à alteração da composi-
ção ou teores de ligninas em plantas
por meio da modulação da expressão
de genes biossintetizantes, estudos mais
aprofundados dos mecanismos de re-
gulação gênica devem ser conduzidos.
A seqüência de cad isolada neste traba-
lho poderá ser usada como ferramenta
para a obtenção de seqüências regula-
tórias da região 5�-terminal do gene,
bem como seqüências terminadoras.
Além da análise dos elementos promo-
tores, visando a contribuir para a maior
compreensão do metabolismo secun-
dário em plantas, outros genes de ligni-
ficação estão sendo isolados e caracte-
rizados em nossos laboratórios, com
especial atenção ao gene codificador
da cinamoil-CoA redutase (CCR).

Os resultados promissores obtidos
com a transformação genética de Eu-
calyptus por meio da infecção por A.
tumefaciens, e a comprovação, pela
PCR, da incorporação dos transgenes,
indicam boas perspectivas futuras para
a obtenção de plantas transgênicas para
essas arbóreas. Embora o sistema Agro-
bacterium, segundo este trabalho, seja
a ferramenta mais apropriada para a
transformação de Eucalyptus, proble-
mas técnicos associados às atividades
de transformação genética por biolísti-
ca e de regeneração de plantas a partir
dos tecidos transformados devem ser
solucionados. A transformação por bio-
lística poderá resultar mais satisfatória
se algumas condições alternativas do
protocolo forem utilizadas, especial-
mente o emprego de um acelerador de
partículas de alta pressão de hélio, e
tecidos-alvo de Eucalyptus menos den-
sos do que cotilédones, tais como calos
friáveis ou meristemas. No que diz
respeito a regeneração de plantas, nem
todas as possibilidades de meios rege-
nerativos foram testadas. Importante
nestes ensaios é o tempo de cultura dos
tecidos in vitro, que deverá ser bastante
reduzido para a manutenção do poten-
cial regenerativo dos mesmos. Experi-
mentos neste sentido também estão
sendo atualmente desenvolvidos.
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