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Em busca do eucalipto transgénico com reduzidos teores de ligninas

lignificacao é um proces-
so altamente regulado de-
corrente da biossintese das
ligninas, componentes in-
trinsecos da parede celu-
lar secundaria de vegetais superiores.
Respondendo por 25 a 30% da bio-
massa terrestre, as ligninas represen-
tam o segundo mais abundante bio-
polimero do planeta, sendo supera-
das apenas pela celulose. Trata-se de

Figura 1 — Biossintese dos monolignéis. PAL: fenilalanina aménia-
liase, C4H: cinamato hidroxilase, C3H: coumarato hidroxilase, OMT: o-
metiltransferase, FSH: ferulato hidroxilase, 4CL: 4-hidroxicinamato-CoA

ligase, CCR: cinamoil-CoA redutase,
desidrogenase.

CAD: alcool cinamilico
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polimeros vegetais derivados dos al-
coois hidroxicinamilicos p-coumarili-
co, coniferilico e sinapilico, também
chamados de monoligndis. Funcio-
nalmente, a rigidez e a hidrofobia dos
polimeros de lignina sao importantes
para o suporte mecanico, caracteristi-
ca que provavelmente permitiu a me-
lhor adaptacio das plantas a vida
terrestre (MONTIES, 1989), a condu-
¢ao de dgua (NORTHCOTE, 1989) e a
defesa vegetal ao ataque de patége-
nos (VANCE et al., 1980). Além disso,
as ligninas parecem exercer um im-
portante papel na ancoragem e sus-
tentacao de polissacarideos da parede
celular durante a deposicio dos mes-
mos, como foi demonstrado pela ini-
bicao de enzimas envolvidas na ligni-
ficacio (NAKASHIMA er al., 1997).

Do ponto de vista econdmico, a
presenca de altos teores de ligninas
em vegetais representa maior custo de
producio ou baixa produtividade. Na
obtencao da polpa de celulose e papel
a partir da madeira, por exemplo, a
lignina deve ser removida por meio de
um tratamento quimico severo, que €
oneroso tanto em termos financeiros
quanto ambientais. Na pecudria, 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 regulacio génica en-
volvidos na biossintese das ligninas,
varios trabalhos tém buscado a carac-
terizacdo de enzimas e genes envolvi-
dos nessa rota metabélica. Esses estu-
dos tém permitido a alteracao do pro-
cesso de lignificacao por meio, por
exemplo, da modulacao da atividade
enzimdtica pela inibicdo quimica (LAU-
VERGEAT etal., 1995) ou pela expres-
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Figura 2 — Resultados das amplificacdes de fragmentos de cad de
E. saligna com diferentes combinacdes de primers.

As fotografias reproduzem os géis de agarose contendo os produtos
de amplificacdo a partir de PCRs de DNA gendmico de E. saligna (Es).
Como controles negativos foram utilizadas as misturas de reacdes (R)
sem DNA-molde; [A] Amplificacao do fragmento de cad de 0,8 kb
com os primers CADFOR (5-GGGGCTTGGAGGGGTTGG-3) e
3ENDCAD (5’-CTAATCAAGCTTGCTTCCC/AGCA/GACGTCC-3").
Padrao “100 bp ladder’ de fragmentos de DNA em pb (M1); [B]
Amplificacio do fragmento de cad de 1,4 kb com os primers
S’ENDCAD (5’-AAGCTTGGATCTTTGAGCAAAAATGGGC-3) e
CADREV (5’-CCAACCCCTCCAAGCCCC-3). Padrio de fragmentos de
DNA de fago A gerados por restricio com HindIll, em pb (M2).
Controle positivo da reaciao constituido de plasmideo contendo cDNA
para CAD de E. gunnii (P); [C] Amplificacio do fragmento de cad de
2,3 kb com os primers SENDCAD e 3ENDCAD. Padrao de fragmentos
de DNA de fago A gerados por restricio com EcoRl/HindIll, em pb
(M3). As PCRs foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml
em um volume final de reacio de 100 pl; Cada reacio foi conduzida
com 150 ng de DNA-molde, 200 uM de dNTP’s, 300 ng de cada
primer, 5 U de Taq DNA Polimerase (CENBIOT Enzimas) e 2 mM de
MgCl,. As condigdes de termociclagem foram as seguintes:
desnaturacdo inicial de 3 min a 94°C seguida de 6 ciclos de
amplificacio com reduciao em 2°C na temperatura de anelamento a
cada ciclo (67°C - 57°0C), seguidos de 35 ciclos de [30 s a 94°C + 1
min a 57°C + 2 min a 72°C] e, finalmente, um periodo de 5 min a
72°C para sintese final.

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

Tabela 1 — Comparacio entre as seqii€éncias nucleotidicas de genes
cad (% de identidade). Os resultados foram obtidos através de anilise
realizada com o comando “Bestfit” do GCG (1997), utilizando os
pardmetros padroes pré-definidos pelo programa. Os nimeros de acesso
nos bancos de dados para os genes cad de A. thaliana, E. botryoides e E.
gunnii sdo, respectivamente, 731715, D16624 e X75480.

sao dos genes em orientacao reversa
ou antisenso (HALPIN ef al, 1994;
HIBINO et al., 1995; BAUCHER et al.,
1996). O entendimento e a manipula-
cao dos elementos envolvidos na re-
gulacio desses genes possibilitard a
obtencao de plantas (arboreas e forra-
geiras) com teores de ligninas mais
adequados aos diversos fins industri-
ais ou a pecudria.

Enquanto as etapas enzimadticas e
os substratos envolvidos na biossinte-
se dos precursores primarios das ligni-
nas estao relativamente bem caracteri-
zados, pouco se sabe a respeito da
formacio do polimero de lignina per
se, sua estrutura in situ e sua biodegra-
dacio. A formaciao de monolignois
representa um dos principais ramos
da rota metabdlica do chiquimato/
corismato, uma vez que grandes quan-
tidades do material vascular vegetal
sio derivadas de fenilpropandides
(Figura 1). Além dos monolignéis,
diversas classes de compostos deri-
vam, em menor propor¢ao, da mesma
rota biossintetizante geral de fenilpro-
pandides, principalmente flavonéides,
isoflavondides, furanocoumarinas, fe-
nois simples, acidos e dlcoois conife-
rilicos glicosilados. Essas substancias
possuem funcoes de defesa (fitoalexi-
nas e protetores a luz ultravioleta),
ecologicas (pigmentos e fragrancias)
e de reguladores do crescimento (DI-
XON & LAMB, 1990).

Virios trabalhos tém descrito o
isolamento e a caracterizacio de ge-
nes codificadores de enzimas envolvi-
das na rota de biossintese das ligninas.
O estudo da regulacio génica e enzi-
matica em etapas iniciais da conver-
sdo do aminodacido precursor fenilala-
nina (enzimas PAL e 4-CL) encontra-
se em estado avancado, servindo de
paradigma ao entendimento da regu-
lacio do metabolismo secundario em
plantas. Varios trabalhos demonstra-
ram que a transcricio desses genes €
positiva, rapida e coordenadamente
regulada em situacoes de estresse
como o tratamento com indutores
(elicitors) fingicos ou luz ultravioleta
(revisado em BOUDET et al., 1996). O
estudo dos processos que regulam a
expressao de genes participantes das
etapas finais da sintese de monolignéis,
no entanto, estd nos estdgios iniciais,
mas € possivel que, da mesma forma,
haja uma regulacio coordenada da
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Figura 3 — Mapa fisico e
estratégia de seqiienciamento
dos fragmentos do gene cad de
E. saligna.

Os sitios de HindIIl e EcoRI estao
situados no vetor pBluescript SK*
(Stratagene). As setas azuis indicam
a direcio e extensao dos
sequenciamentos. As setas
vermelhas indicam a posicao e
orientaciao dos primers. As barras
maiores (cor de rosa)
correspondem aos fragmentos de
2,3 e 1,4 kb clonados. As barras
purpuras representam os exons do
gene.

Figura 4 — Alinhamento de
sequi€éncias de aminoacidos
aferidas a partir de seqii€ncias
do gene cad disponiveis.

O alinhamento foi realizado através
do comando “PileUp” do programa
GCG (1997), utilizando parametros
padroes pré-determinados. Os
codigos de acesso as sequéncias
nucleotidicas estao indicados na
legenda da Tabela 2. A seqiiéncia
indicada nas linhas inferiores as
comparacdes representa o
consenso entre elas.

expressiao para estes.

Visando melhor compreender os
mecanismos de regulacao génica
envolvidos na sintese de ligninas em
plantas, este trabalho teve como
objetivo isolar e caracterizar o gene
codificador da enzima alcool cina-
milico desidrogenase (CAD) de E.
saligna, uma das espécies arboreas
de maior importancia na regiao sul
do Brasil para a produgio de celulo-
se e papel. Com o objetivo de gerar
plantas transgénicas de Eucalyptus
com teores de ligninas reduzidos,
ensaios de transformacio genética
foram, igualmente, conduzidos com
E. salignae E. dunnii, outra espécie
de grande importancia para o sul do
Brasil.

O gene cad de
Eucalyptus saligna

A estratégia utilizada para isolar
as sequéncias nucleotidicas codifi-
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A.cor 100 78 71 12 80 80 78 79 83 80 69 83
A.thal 100 64 12 73 73 74 75 74 73 65 76
E.botr 100 12 87 87 66 67 71 69 60 70
E.gul 100 13 13 12 13 12 13 13 12
E.gu2 100 99 74 77 80 77 68 80
E.glob 100 74 77 89 77 68 80
L.pere 100 73 76 74 66 75
M.sati 100 79 77 67 79
N.tab1l 100 94 69 81
N.tab2 100 69 79
P.abie 100 69
P.delt 100
P.radi
P.tael
P.tae2
S.hul
S.hu2
E.sali

— — (9] — ol —
B8 8 2 EH
68 67 67 50 47 80
64 63 64 47 45 73
60 59 59 42 39 88
13 13 13 13 12 13
67 66 67 48 45 98
68 67 67 48 45 98
67 66 66 47 47 74
66 65 66 48 45 76
69 68 69 48 47 80
69 68 69 49 47 78
94 94 94 51 48 68
70 68 69 50 47 80
100 98 99 51 48 68
100 98 52 48 67

100 51 48 67

100 55 48

100 45

100

Tabela 2 — Percentual de identidade de residuos de aminoacidos de diferentes proteinas CAD inferidos a
partir de seqii€ncias disponiveis nos bancos EMBL e GenBank. Os valores de identidade foram obtidos a
partir do alinhamento das sequiéncias através do programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Os nameros de
acesso no GenBank e EMBL as seqiiéncias estio indicados a seguir. A.cord (A. cordata, D13991, HIBINO et al.,
1993); A.thali (A. thaliana, 137884); E.botr (E. botryoides, D16624); E.gul (E. gunnii 1, X88797, GRIMA-
PETTEMATI et al., 1993); E.gu2 (E. gunnii 2, X65631, GRIMA-PETTEMATI ef al., 1993); E.glob (E. globulus,
AF038561); L.pere (L. perenne, AF010290); M.sati (M. sativa, 219573, VAN DOORSSELAERE, et al., 1995); N.tab 1
(N. tabacum 1, X62343, KNIGHT et al., 1992); N.tab2 (N. tabacum?, X62344, KNIGHT et al., 1992); P.abie (P.
abies, X72675, GALLIANO er al., 1993); P.delt (P. deltoides, 7Z19568); P.radi (P. radiata, U62394); P.tacl (P. taedal,
737991, O'MALLEY et al., 1992); P.tac2 (P. taeda2, 737992, O'MALLEY et al., 1992); S.hul (S. humilisl, 136823);
S.hu2 (8. bumilis2, 136456). Os valores de identidade foram obtidos a partir do alinhamento das seqiiéncias por
meio do programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994).

4|

cadoras da enzima CAD foi a direta
amplificacdo destas pela Reacio em
Cadeia da DNA Polimerase (PCR) a
partir de DNA gendmico de E. saligna.
Utilizando oligonucleotideos iniciado-
res (primers) confeccionados a partir
da analise de seqiiéncias conservadas
dos genes cad disponiveis (GenBank
e EMBL, referéncias e codigos de
acesso indicados na Tabela 2), trés
fragmentos de DNA foram amplifica-

Figura 5 — Southern blot de DNA
genomicode E. salignahibridizado
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 Ncol. Os
numeros indicam tamanhos de
fragmentos padroes de DNA em kb.
Ba = BamHI, Bg = Bg/ll, E = EcoRl, H
= HindIll, N = Ncol, P = Psfl, Xa =
Xbal, Xo = Xhol, C = cDNA de E.
gunnii.

dos, clonados e analisados por mape-
amento e seqiienciamento (Figuras 2
e 3). Os fragmentos de 1,4 kb, corres-
pondente 2 por¢o 5'-terminal do gene,
e de 0,8 kb, correspondente a por¢io
3-terminal, estio contidos no frag-
mento de 2,3 kb. Por tratar-se do
fragmento mais completo, este tltimo
foi utilizado para subclonagens e se-
qiienciamento. Conforme ilustrado na
Figura 3, a analise da seqtiéncia nucle-

otidica do gene cad de E. saligna
revelou a presenca de cinco exons. A
comparacio de cadde E. saligna com
as outras seqiiéncias gendmicas ji
isoladas, provenientes de Arabidopsis
thaliana (BAUCHER er 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 nucleotide-
0s).

Sequiéncias de cDNAs de cad fo-
ram isoladas de mais de 12 espécies
vegetais. A comparacio das sequénci-
as peptidicas CAD deduzidas a partir
destas seqiiéncias nucleotidicas (Fi-
gura 4 e Tabela 2) revelou uma iden-
tidade de 98% entre a enzima de E.
saligna e as seqiéncias descritas para
E. gunniie E. globulus, e de 88% com
a sequéncia de E. botryoides. Este
altimo valor foi provavelmente subes-
timado em funcao da falta do segundo
exon da sequéncia cad de E. botryoi-
des, observavel no alinhamento. O
notavel grau de conservacio das pro

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - Encarte Especial
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Figura 6 — Transformacio genética de tecidos de Eucalyptus
saligna e E. dunnivia Agrobacterium tumefaciens. A. Sementes de
E. saligna; B. Plantulas de 10 dias de E. saligna germinadas in vitro. C.
Cotilédones de E. saligna utilizados nos ensaios de transformacio
genética. D. Calos de E. saligna induzidos em meio seletivo apos a
infeccio com A. tumefaciens, E. Ensaio histoquimico de GUS em calos
derivados de cotilédones de E. saligna e (F.) E. dunnii infectados com

A. tumefaciens LBA4404::pTOK233.

teinas CAD alinhadas permite inferir
que resultados de anilises de elemen-
tos estruturais desta proteina determi-
nados em outros organismos, sejam
validos, 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 producao de pro-
teinas CAD funcionais (GRIMA-PET-
TENATI et al., 1993; GALLIANO et al.,
1993). A homologia de 98% apresen-
tada entre a sequiéncia de aminoaci-
dos deduzida do gene cad isolado de
E. saligna com os residuos de amino-
acidos inferidos para a seqtiéncia cad
de E. gunniiconfirma, assim, a verda-
deira identidade do clone obtido.

A presenca de duas copias génicas
codificadoras de CAD no genoma de
E. saligna foi definida a partir da
analise de hibridizacao 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 seqlienciamento compro-
vou que ele apresenta apenas 3 nucle-
otideos diferentes em relacao a mes-
ma por¢ao do gene em E. saligna

(resultado nao apresentado, VOM
ENDT, 1999). Analises semelhantes
realizadas para diferentes espécies
vegetais tém revelado, sem excecio,
um pequeno numero de bandas de
hibridizacao. Para cad de E. gunnii
(GRIMA-PETTENATI et al., 1993) e P.
taeda (MACKAY etal., 1995), foi suge-
rido que apenas uma c6pia do gene
esteja presente, e duas copias foram
descritas para Aralia cordata (HIBI-
NO et al., 1993) e N. tabacum (KNI-
GHT et al., 1992). O fato de os trés
fragmentos de cad, independentemen-
te amplificados a partir do DNA de E.
saligna, apresentarem sequiéncias nu-
cleotidicas idénticas (resultados nao
apresentados) revelou que todos sio
possivelmente provenientes da mes-
ma copia do gene. Provavelmente
existam diferencas entre as duas copi-
as nas regides de anelamento dos
primers utilizados nas PCRs.

A analise da expressio do gene
cad de E. saligna foi realizada pela
hibridizacio de Northern blots con-
tendo RNAs extraidos de folhas, cau-
les e raizes, e de plantulas inteiras nao
tratadas ou mantidas durante 16 horas
em 4gua ou em solucio de extrato de
leveduras ou 2,4-D (resultados niao
apresentados, VOM ENDT, 1999). A
deteccao de RNA para CAD foi possi-
vel apenas em amostras isoladas de
plantulas tratadas com extrato de leve-

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - Encarte Especial

duras. O extrato de leveduras funcio-
na como um agente sinalizador ou
indutor de estresse (elicitor), mimeti-
zando uma situaciao de infeccao 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 plantulas
de P. abies com ozbdnio, um eélicitor
abidtico, e com filtrados de culturas de
Rhizosphaera kalkboffi, induzem um
aumento significativo da expressao de
cad. Mais recentemente, LONGE-
MANN et al. (1997) sugeriram, inclusi-
ve, a existéncia de uma proteina CAD
especificamente expressa em respos-
ta a situacoes 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 a defesa vegetal, em-
bora nio se possa desconsiderar o seu
papel na biossintese de ligninas estru-
turais ou constitutivas.

Transformacio genética
de Eucalyptus

Com o intuito de definir um méto-
do eficiente para a obtencio de plan-
tas transgénicas de E. saligna e E.
dunmnii, diversas combinacoes de re-
guladores de crescimento e condi¢oes
de cultivo de tecidos in vitro foram
testadas. Em nossos laboratérios, ca-
los friaveis, claros e de rapido cresci-
mento foram obtidos a partir de coti-
lédones de plantulas de E. saligna
germinadas in vitro (Figura 6) e man-
tidos em meio MS completo (MU-
RASHIGE & SKOOG, 1962) contendo
a combinacao de 3,5 mg.l' de NAA e
0,05 mg.I"! de quinetina, a 26+2°C e na
total auséncia de luz (COSTA, 1999).
Utilizando o mesmo explante para E.
dunnii, as melhores condicoes de
cultivo combinaram o meio MS con-
tendo2,5mg.lI"de2,4-De0,5mg.l" de
quinetina, sob as mesmas condicoes
de luz e temperatura (ZAGO, 1999).

Ensaios de transformaciao ge-
nética de folhas jovens e cotilédones
de Eucalyptus via biolistica foram re-
alizados utilizando-se um acelerador
de particulas de baixa pressao de gis



hélio (Particle Inflow Gun, FINER et
al., 1992). A analise histoquimica da
atividade da proteina-reporter GUS
(B-glicuronidase de E. coli), codifica-
da pelo gene gusA presente no plas-
mideo utilizado nos ensaios de bom-
bardeamento, revelou uma baixa efi-
ciéncia de transformaciao, com menos
de 3 pontos azuis por 25 mm? de
tecido. Utilizando os mesmos parame-
tros e materiais, o bombardeamento
de folhas jovens de fumo (V. faba-
cum) e de soja (Glycine max) de-
monstraram uma eficiéncia muito su-
perior, com mais de 50 pontos azuis
de expressio de gusA por 25 mm?
(resultados nao apresentados, COS-
TA, 1999). O emprego do mesmo
explante vegetal como alvo e varia-
¢coes nas condicdes de pressiao, dis-
tancia, microparticulas e plasmideos
niao resultaram em eficiéncias mais
altas de transformacio.

Alguns trabalhos relatam a obten-
cao de tecidos transgénicos de dife-
rentes espécies de Eucalyptus utili-
zando estirpes selvagens de A. tume-
Jfaciens e A. rbizogenes para mediar a
transformacao (LEROUX & VAN STA-
DEN, 1991; MACRAE, 1991; CHRIQUI
et al., 1992). Embora tais trabalhos
tenham comprovado a compatibilida-
de de infeccio entre agrobactérias e
tecidos dessas arbéreas e demonstra-
doa efetiva transferéncia de DNA para
as células vegetais, nao foram regene-
radas plantas transgénicas. A dificul-
dade para a regeneracao tem sido
atribuida ao alto contetido em fito-
horménios sintetizados por enzimas
codificadas por genes do T-DNA sel-
vagem, os quais promovem a franca
multiplicagdo celular sem que haja
diferenciaciao em tecidos organizados
(HOOYKAAS & MOZO, 1994; RAVEN
et al., 1996; BRASILEIRO & LACORTE,
1998). Com vistas a futura regenera-
¢io de plantas transgénicas e férteis,
portanto, estirpes desarmadas de Agro-
bacteriumdevem ser preferencialmen-
te utilizadas nas transformacoes.

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

SILEIRO & CARNEIRO (1998). Cerca
de 40 dias apds a infeccao dos cotilé-
dones, 30% dos calos obtidos em meio
MS contendo 100 mg.I" de canamicina
foram analisados histoquimicamente
para a atividade da enzima-reporter
GUS (Figura 6). Ap6s 3 subcultivos em
meio seletivo (15 dias/subcultivo), os
calos foram transferidos para meio MS
sem antibidticos para confirmar a eli-
minagao das agrobactérias. Em ensai-
os histoquimicos, estes apresentaram
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Figura 7 — Amplificacio de
fragmentos de gusA a partir
de DNA gendmico isolado de
calos de E. saligna
independentemente
transformados. Canaleta 1,
mistura de reacio sem DNA-
molde; 2, DNA genomico de E.
saligna nao transformado
(controle negativo); 3-10, DNA
genOmico de calos amplificados
por primers especificos de gusA;
11, plasmideo pGusKan
(controle positivo); 12, marcador
de tamanho de fragmentos de
DNA. As condicoes de
termociclagem utilizadas foram
essencialmente as mesmas
descritas na legenda da Figura 2

uma uniforme atividade de GUS, com
uma coloracio azul intensa (Figura 6).
Considerando-se o numero total de
cotilédones de E. saligna infectados
com A. tumefaciens LBA4404::pTOK
233 nos dois experimentos (200) e o
numero de calos efetivamente trans-
formados (18) segundo a expressao
do gene gusA, estes resultados de-
monstraram uma eficiéncia de 9% de
transformacio genética. Cerca de 10%
dos calos de E. dunnii recuperados
dos cotilédones transformados com
A. tumefaciensLBA4404::pTOK233 fo-
ram também positivos nos ensaios de
GUS.

A presenca de duas copias do gene
virD2 em pTOK233, codificador da
proteina envolvida no reconhecimen-
to das seqiéncias flanqueadoras do T-
DNA, na excisao, no transporte € na
integraciao deste DNA de transferén-
cia ao genoma vegetal (HOOYKAAS
& MOZO, 1994), além de outras carac-
teristicas, realmente parece potenci-
alizar a capacidade de transformacio
de Agrobacterium (HIEI et al., 1994).
Esta conclusio se fundamenta no fato
de nenhum calo ter sido recuperado a
partir da infeccao dos cotilédones com
A. tumefaciens LBA4404::pMOG
402Gus (resultados nao apresentados,
COSTA, 1999), sendo este um plasmi-
deo binirio “ordindrio” e nao um
plasmideo “super-bindrio” como € de-
nominado pTOK233 (HIEI et al., 1994).
E importante salientar que todas as
condicdes da transformacgio, especi-
almente a concentracio de bactérias
utilizadas, foram as mesmas em todos
os experimentos (COSTA, 1999; ZAGO,
1999).

Ap6s varios subcultivos em meio
seletivo seguido de meios nao seleti-
vos, os calos transformados de E.
saligna foram analisados quanto a
integracao 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 npdl. As seqiiéncias dos oligo-
nucleotideos sintéticos foram defini-
das de acordo com as seqiiéncias
desses genes disponiveis no GenBank
(codigos de acesso S69414 e E00425).
As PCRs foram executadas a partir de
DNAs gendmicos isolados dos calos
de E. saligna transformados e que
mostraram-se positivos nos ensaios
histoquimicos de GUS. Como controle
negativo, foi utilizado DNA gendmico
de E. salignaisolado de plantulas nio
transformadas. Como controle positi-
vo, foram utilizadas preparacoes de
DNA do plasmideo pGusKan, conten-
do os genes gusA e npfl. As tentativas
de amplificacio do gene npdAl nao
resultaram positivas, provavelmente
por problemas nos primers utilizados
ou pelas condi¢coes de tempo e tem-
peratura das reacdes. Conforme apre-
sentado na Figura 7, resultados positi-
vos foram obtidos apenas nas amplifi-
cacodes de seqiiéncias homologas do
gene gusA. Fragmentos de tamanho
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esperado puderam ser observados em
5 das 7 amostras avaliadas de calos
transformados, a semelhanca do con-
trole positivo. Nenhum sinal foi obser-
vado nas reacdes dos controles negati-
vos. Embora a PCR possa amplificar
seqliéncias do transgene gusA presente
em agrobactérias persistentes nos teci-
dos infectados, a observacao da nitida
coloragio azul nos calos avaliados, con-
sequiéncia da correta transcri¢ao e tra-
duciao do transgene gusA-intron, con-
firmam o status transgénico dos calos.

Conclusao e Perspectivas

Este trabalho representa um primei-
ro passo para o esclarecimento dos
mecanismos génicos envolvidos na bi-
ossintese de ligninas em E. saligna e
para a futura modulacao dos teores ou
composi¢ao deste biopolimero. Por in-
termédio das sequiéncias isoladas, plan-
tas de E. saligna com perfis modifica-
dos de lignina podem, por exemplo,
ser obtidas através da reducao da ativi-
dade de CAD pela expressao, em orien-
tagcdo antisenso, da sequéncia cad. A
atividade reduzida de CAD, no entanto,
nao implica diretamente em menores
quantidades de ligninas presentes nas
paredes celulares vegetais, como foi
demonstrado em N. fabacum (HALPIN
etal., 1994) e Populus(BAUCHER et al.,
1996). Por outro lado, esses trabalhos
demonstraram que a inibicao da ativi-
dade de CAD leva a formacio de ligni-
nas de composicao alterada mais facil-
mente separaveis pelos métodos nor-
malmente utilizados na producio de
polpa de celulose e papel.

Com vistas a alteracao da composi-
¢ido ou teores de ligninas em plantas
por meio da modulacdo da expressao
de genes biossintetizantes, estudos mais
aprofundados dos mecanismos de re-
gulagio génica devem ser conduzidos.
A sequiéncia de cadisolada neste traba-
lho podera ser usada como ferramenta
para a obtencao de seqiiéncias regula-
torias da regiao 5-terminal do gene,
bem como sequiéncias terminadoras.
Além da analise dos elementos promo-
tores, visando a contribuir para a maior
compreensiao do metabolismo secun-
dario em plantas, outros genes de ligni-
ficacio estao sendo isolados e caracte-
rizados em nossos laboratérios, com
especial aten¢do ao gene codificador
da cinamoil-CoA redutase (CCR).

Os resultados promissores obtidos
com a transformacio genética de Eu-
calyptus por meio da infeccao por A.
tumefaciens, e a comprovacio, pela
PCR, da incorporacio dos transgenes,
indicam boas perspectivas futuras para
a obtencio de plantas transgénicas para
essas arboreas. Embora o sistema Agro-
bacterium, segundo este trabalho, seja
a ferramenta mais apropriada para a
transformacao de Eucalyptus, proble-
mas técnicos associados as atividades
de transformacio genética por biolisti-
ca e de regeneracido de plantas a partir
dos tecidos transformados devem ser
solucionados. A transformacio por bio-
listica podera resultar mais satisfatoria
se algumas condic¢oes alternativas do
protocolo forem utilizadas, especial-
mente o emprego de um acelerador de
particulas de alta pressao de hélio, e
tecidos-alvo de Eucalyptus menos den-
sos do que cotilédones, tais como calos
fridveis ou meristemas. No que diz
respeito a regeneracao de plantas, nem
todas as possibilidades de meios rege-
nerativos foram testadas. Importante
nestes ensaios € o tempo de cultura dos
tecidos in vitro, que devera ser bastante
reduzido para a manuten¢io do poten-
cial regenerativo dos mesmos. Experi-
mentos neste sentido também estio
sendo atualmente desenvolvidos.
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