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Resumo 
 
 
As ligninas constituem-se em um dos principais componentes da parede celular das 
plantas  superiores,  sendo  encontradas,  principalmente,  nas  paredes  que  apresentam 
espessamento secundário. As ligninas estão envolvidas em diversas funções fisiológicas 
celulares, entre  as  quais  destacam-se o  suporte  mecânico e  o  transporte  de  solutos  nas 
plantas. Além de serem extremamente necessárias para o desenvolvimento de uma planta 
normal e saudável, as ligninas apresentam um  alto  valor econômico, principalmente  na 
produção de  pasta  de  celulose  e  papel.  A  presença  das  ligninas  exerce  uma  influência 
negativa  nessa  indústria,  pois  é  necessário  que  sejam  removidas  para  a  obtenção  da 
celulose, sendo esse um processo extremamente caro e relativamente poluente. Por isto, é 
de  grande  interesse  a  obtenção  de  espécies  arbóreas  com  menores  quantidades  ou 
diferentes composições de ligninas. Constantes esforços têm sido feitos com objetivo de 
gerar plantas transgênicas com o conteúdo de ligninas mais apropriado para a produção de 
papel. A cinamoil-CoA-redutase (CCR) e a álcool cinamílico-desidrogenase (CAD) são as 
duas únicas enzimas exclusivas da rota de síntese das ligninas e, por isto, são ótimos alvos 
para a  geração  de plantas  transgênicas  com  níveis  de  ligninas  alterados,  sem  perturbar 
outras funções celulares.  No  presente trabalho,  é  sugerida  a  utilização  de  seqüências 
genômicas heterólogas de ccr e/ou cad em orientação senso e anti-senso para promover 
uma pequena redução na atividade das enzimas CAD e CCR e, conseqüentemente, uma 
pequena alteração nos teores de ligninas, sem comprometimento do desenvolvimento das 
plantas e outras funções vegetais. Para isso, foi gerada uma coleção de vetores binários 
contendo a seqüência genômica de cad e três fragmentos genômicos de ccr de Eucalyptus 
saligna, denominados ccr1.4,   ccr1.6  e  ccr2.8,  em  orientação  senso  e  anti-senso.  Estes 
plasmídeos  foram  utilizados  na  transformação  de  plantas  de  tabaco.  Até  o  presente 
momento,  foram  regeneradas  sete  plantas  cad  senso,  seis  plantas cad  anti-senso,  nove 
plantas ccr1.6 senso e 11 plantas ccr1.6 anti-senso. Destas, foi demonstrado que quatro 
plantas  cad  senso,  seis  plantas  ccr1.6  senso  e  quatro  plantas  ccr1.6  anti-senso  são 
transgênicas,  como  revelado  por  hibridizações  de  Southern  blot.  Adicionalmente,  é 
esperada a regeneração de, no mínimo, 10 plantas transgênicas ccr1.4 senso/anti-senso e 
ccr2.8 anti-senso. As análises histoquímicas realizadas indicaram que houve nenhuma ou 
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pouca alteração nos níveis de ligninas, devendo este tipo de análise ser ainda confirmado 
por  medidas  químicas  ou  espectrofotométricas  da  composição  e  teores  das  ligninas. 
Igualmente, experimentos de avaliação das atividades enzimáticas e das expressões gênicas 
serão realizadas visando complementar as análises das plantas transgênicas. 
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Abstract 
 
 
Lignins are one of the major constituents of plant cell walls and they are mainly 
located in walls presenting secondary thickening. Lignins play important roles in plant cell 
physiology such as mechanical support and transport of solutes. Besides their importance 
to  the  normal  plant  development  and  health,  lignins  have  high  economical  importance, 
especially to the cellulose and paper industries, where they must be separated from the 
cellulose  in an  expensive  and  relatively  pollutant reaction.  Constant  efforts  have been 
made  to  generate  plants  with  lower  or  altered  lignin  contents.  Being  the  only  two 
committed enzymes in the lignin biosynthesis pathway, cinnamoyl-CoA reductase (CCR) 
and cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD)  are very good targets to  the generation of 
down-regulated transgenic plants with altered lignin contents without disturbance of other 
cell functions. In the present work it is suggested the use of heterologous ccr and/or cad 
genomic sequences in sense and antisense orientations to achieve a slightly reduction in 
CCR and CAD activity and, hence, a small change in lignin content without disturbing 
normal  plant  development  and  other  functions.  A  collection  of  binary  vectors  was 
constructed harboring the whole genomic sequence coding for CAD and three ccr genomic 
fragments from Eucalyptus saligna, called ccr1.4, ccr1.6 and ccr2.8, in sense and antisense 
orientations. These plasmids were used to transform tobacco plants. Up to now, seven cad 
sense plants,  six  cad antisense plants,  nine ccr1.6 sense  plants and 11  ccr1.6 antisense 
plants were regenerated. Among them, four cad sense, six ccr1.6 sense and four ccr1.6 
antisense plants were proved to be transgenic, as detected by Southern blot hybridizations. 
Besides that, it is expected the regeneration of at least 10 ccr1.4 sense/antisense and ccr2.8 
antisense transgenic plants. Histochemical analyses indicated that none or small changes in 
lignin contents  resulted with the transformations and such results will be confirmed by 
chemical or spectrometric  measurements  of  lignin  components  and  levels.  Enzymatic 
activities and gene expressions will also be conducted in order to complement the analyses 
of all transgenic plants. 
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1  Revisão Bibliográfica 
 
 
1.1 Parede Celular 
 
As  células  animais  e  vegetais  diferem  entre  si  em  diversos  aspectos,  mas,  com 
certeza,  a  principal  diferença  entre  elas  é  a  presença  da  parede  celular,  uma  matriz 
extracelular complexa que envolve as células vegetais. Em 1663, Robert Hook, usando sua 
nova invenção, o microscópio óptico, visualizou, em detalhes, um pedaço de cortiça. Nessa 
ocasião, Hook observou que a cortiça era formada por pequenos compartimentos que ele 
chamou de células. Mais tarde percebeu-se que, o que Hook havia observado, não eram 
realmente células mas, sim, apenas as paredes celulares das células que existiram ali. Essa 
foi a primeira vez que a parede celular foi visualizada. A parede celular é responsável por 
diversas funções e sua presença é responsável por diversas características das plantas como 
organismos. 
Provavelmente uma estrutura como a da parede celular surgiu diversas vezes ao 
longo da evolução. Todas as arqueobactérias, eubactérias e algas azuis-verdes apresentam 
uma  parede  celular  complexa,  mas  nenhuma  delas  apresenta  composição  e  síntese 
similares  às paredes  das  plantas  superiores. A  maioria das algas  unicelulares,  como a 
Volvocales, já possui  uma parede celular verdadeira. Essa  parede, diferentemente das 
plantas superiores, não possui longas fibras de carboidratos. Nas algas, a parede celular 
tem como principais funções servir de barreira entre o meio interno da célula e o meio 
externo  e  conferir  proteção.  À  medida  que  as  plantas  foram  ocupando  os  ambientes 
terrestres,  a  parede  celular  teve  de  se  adaptar  às  novas  necessidades,  como  maior 
incidência de radiações e escassez de água, modificando a sua composição. O surgimento 
de  células  com  espessamento  secundário  da  parede  foi  um  dos  acontecimentos  mais 
importantes  na  evolução  das  plantas,  pois  possibilitou  o  surgimento  de  células 
especializadas no sustento e, principalmente, na condução de água, devido ao acúmulo de 
ligninas,  especialmente.  Graças  a  essas  modificações,  os  vegetais  puderam  ocupar 
eficientemente  os mais  diversos  ambientes  terrestres  (revisado  em Raven  et  al.,  1996; 
revisado em Bergfeld et al., 2003). 
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A espessura das paredes celulares vegetais pode variar enormemente, dependendo 
da função que exercem e da sua idade. Os anatomistas reconhecem dois tipos diferentes de 
parede celular, a primária e a secundária, dependendo da sua composição e de quando são 
formadas  (revisado  em  Fosket,  1994;  revisado  em  Raven  et  al.,  1996).  As  paredes 
primárias e secundárias diferem em suas composições químicas, espessuras e propriedades 
físicas. Na Tabela 1.1 estão representadas as diferenças em relação à composição química 
entre as  duas  paredes  celulares.  Importante  observar que esses valores  são  referentes  à 
maioria das células e diferenças podem ocorrer. 
 
Tabela 1.1: Comparação entre a composição polimérica das paredes celulares primária e 
secundária (adaptado de Fosket, 1994). 
 
Componente da parede
 

Parede Primária  Parede Secundária 
Polissacarídeos  90%  65-85% 
 Celulose  30%  50-80% 
 Hemicelulose  30%  5-30% 
 Pectinas  30%  _ 
Proteínas  10%  _ 
 Ligninas  _  15-35% 
 
 
A parede celular primária é formada antes e durante o crescimento celular, e está 
presente em todas as células da planta. As células com uma intensa atividade de divisão 
celular  apresentam,  em  geral,  apenas  a  parede  celular  primária,  assim  como  as  células 
maduras envolvidas com processos metabólicos como a fotossíntese, respiração e secreção. 
Já a parede celular secundária é formada em tipos celulares especializados e é depositada, 
na maioria das vezes, após a parada do crescimento da célula. As células que apresentam 
uma parede celular secundária estão geralmente envolvidas com sustentação e transporte 
de água. Nestas últimas, o protoplasto geralmente morre após a deposição da parede 
secundária. A deposição das fibras de celulose apresenta um padrão mais ordenado nas 
paredes secundárias que nas primárias. As paredes secundárias comumente apresentam três 
camadas, S
1
, S
2
 e S
3
, representando a camada externa, mediana e interna (Figura 1.1). A 
orientação da deposição das fibras de celulose dentro de uma camada particular é paralela 
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entre si mas,  entre  as  camadas, a  orientação  de deposição  apresenta  diferentes  ângulos 
(Figura 1.2B; revisado em Fosket, 1994; revisado em Raven et al., 1996). 
 
   
Figura 1.1: Estrutura da parede celular vegetal. É possível observar a parede primária e a 
parede secundária com suas subcamadas S1, S2 e S3 (adaptado de Fosket, 1994). 
 
 
1.1.1  Composição e Biossíntese da Parede Celular 
 
A  parede  celular  das  plantas  superiores  é  formada  principalmente  por 
polissacarídeos.  Polissacarídeos são  macromoléculas compostas de  muitas  unidades de 
açúcar  ou  derivados  de  açúcares  unidos  por  ligações  covalentes.  Os  polissacarídeos 
presentes na parede celular são a celulose, a hemicelulose e as pectinas. Além disso, fazem 
parte da composição da parede diversas proteínas. Cutina, suberina e ceras também podem 
estar presentes. As ligninas são outra classe de moléculas que compõem a parede celular, 
sendo muito mais presentes em células que apresentam espessamento secundário de sua 
parede. As ligninas serão abordadas com detalhes mais adiante (revisado em Fosket, 1994; 
revisado em Raven et al., 1996; revisado em Vorwerk et al., 2004). 
Parede 
primária 
Parede secundária 
camada externa (S1) 
Parede secundária 
camada interna (S3)
 
Parede secundária 
camada média (S2)
 
Substância 
intercelular 
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A celulose é o principal componente da parede celular e também o polímero mais 
abundante nas plantas. Trata-se de um polímero linear composto de muitas subunidades de 
glicose unidas por uma ligação do tipo β-1,4. Uma cadeia de celulose individual apresenta 
um comprimento de, no mínimo, 6.000 moléculas de glicose. Essas cadeias individuais 
combinam-se para formar as microfibrilas. Dentro das microfibrilas, as cadeias de celulose 
estão ordenadas de forma paralela uma com as outras, e são mantidas unidas por várias 
pontes de hidrogênio intermoleculares. Esse tipo de organização confere uma característica 
cristalina  às microfibrilas e  as tornam bastante resistentes  (revisado em Fosket, 1994; 
revisado em Reiter, 2002; revisado em Vorwerk et al., 2004). 
A síntese da celulose ocorre em estruturas em forma de rosetas, que consistem de 
seis  subunidades  protéicas  organizadas  hexagonalmente,  localizadas  na  membrana 
plasmática. Esse complexo recebe o nome de celulose-sintase. Acredita-se que cada roseta 
é responsável pela síntese de uma microfibrila, e as microfibrilas apresentam 36 feixes de 
cadeias de celulose. Alguns modelos propõem que cada uma das seis subunidades da roseta 
seja composta por seis 1,4-β-D-glucana-sintase, responsáveis pela formação de uma cadeia 
simples  de  celulose. Nesse cenário, as  cadeias  simples de celulose emergiriam  do  lado 
apoplástico da membrana plasmática, e seriam montadas em microfibrilas, provavelmente 
com a ajuda de proteínas (revisado em Heldt, 1997; revisado em Reiter, 2002). 
As 1,4-β-D-glucana-sintases  são  enzimas  do  tipo  glicosiltransferases ou  glicosil-
sintases (GTs).  Essas enzimas são  responsáveis pela polimerização da glicose, dando 
origem à celulose, pela formação de ligações glicosídicas a partir da porção açúcar de um 
doador  apropriado,  geralmente  um  açúcar  nucleotídico  (revisado  em  Seifert,  2004; 
revisado em Scheible & Pauly, 2004). 
Ao contrário da parede celular secundária onde as fibras de celulose apresentam 
uma mesma orientação dentro de uma camada, a deposição de celulose na parede celular 
primária  parece  ser  aleatória  (Figura  1.2A).  As  exceções  são  as  fibras  de  celulose 
depositadas mais recentemente. Essas tendem a orientar-se perpendicularmente ao eixo de 
crescimento  da  célula  e  esse  padrão  de  organização  é  extremamente  importante  na 
determinação da  direção  do  crescimento  celular.  À medida  que  a  célula  aumenta  de 
volume,  as  microfibrilas  são  retiradas  do  alinhamento  em  que  foram  depositadas, 
explicando o porque da perda da ordem de deposição inicial (revisado em Fosket, 1994; 
revisado em Alberts et al., 1997). 
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 A             B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2: Micrografia eletrônica das microfibrilas de celulose. (A) Ordenação aleatória 
na parede primária. (B) Padrão ordenado em duas camadas da parede secundária (extraído 
de Fosket, 1994). 
 
 
Existem várias hipóteses que explicam como se dá a orientação da celulose após a 
deposição  das  microfibrilas  (revisado  em  Emons &  Mulder,  2000).  Entretanto,  a  mais 
aceita  é  que  os  microtúbulos  corticais  seriam  os  responsáveis  pelo  ordenamento  das 
microfibrilas. Essa hipótese foi formulada após se observar que, na maioria dos casos, os 
microtúbulos  corticais apresentam a mesma  orientação  das  fibras  recém depositadas de 
celulose (Figura 1.3). Além disso, quando os microtúbulos sofrem a ação de agentes que os 
destroem como  a colchicina, o padrão de deposição da celulose é alterado. O  provável 
mecanismo pelo qual a celulose seria depositada de forma ordenada seria o seguinte: à 
medida  que  as  cadeias  simples  de  celulose  emergissem  das  celuloses-sintases,  elas 
polimerizar-se-iam nas microfibrilas. As forças de polimerização causariam o movimento 
das sintases na membrana plasmática. Os microtúbulos serviriam de guias no movimento 
das sintases,  pela formação de corredores, que  delimitariam os  movimentos das rosetas 
(revisado em Fosket, 1994; revisado em Alberts et al., 1997; revisado em Emons & 
Mulder, 2000). 
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Figura  1.3:  Modelo  ilustrado  de  como  os  microtúbulos  corticais  determinariam  a 
orientação da deposição  das microfibrilas  de celulose na parede  celular (adaptado  de 
Fosket, 1994). 
 
 
As fibras de  celulose são  interligadas por  moléculas de hemicelulose,  formando 
uma complexa rede. As hemiceluloses são polissacarídeos que possuem uma longa cadeia 
principal  linear  de  vários  monômeros  de  um  mesmo  açúcar,  de  onde  brotam  várias 
ramificações de outros açúcares. Os nomes das moléculas de hemicelulose são derivados 
do açúcar predominante, geralmente o que compõe a cadeia principal. A composição das 
hemiceluloses  pode  variar  entre  espécies  e  estádios  de  desenvolvimento.  Nas 
monocotiledônias, a parede celular é composta principalmente de xilanas, enquanto que, 
nas  dicotiledônias,  as  xiloglucanas ou  as arabinoxilanas  são  os  principais  componentes 
(revisado em Fosket,  1994; revisado em  Alberts  et  al.,  1997; revisado  em  Reid,  2000; 
revisado em Vorwerk et al., 2004). 
A rede formada pela celulose e pela hemicelulose encontra-se associada a um outro 
grupo de polissacarídeos, as pectinas. As pectinas são moléculas ramificadas com um alto 
conteúdo de ácidos urônicos, especialmente o ácido galacturônico. O tipo mais abundante 
de  pectina  é normalmente a  ramnogalacturonana I  (RGI),  que  consiste  de uma  cadeia 
principal  de  ramnose  alternada  com  ácido  galacturônico  com  várias  ramificações, 
principalmente galactanas e arabinanas. Os outros três principais tipos de pectinas são a 
homogalacturonana  (HG),  a  xilogalacturonana  (XGA)  e ramnogalacturonana  II  (RGII), 
todos contendo uma cadeia central de ácido galacturônico unidos por ligações do tipo 1,4 
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(revisado em Fosket,  1994; revisado em  Alberts  et  al.,  1997; revisado  em  Reid,  2000; 
revisado em Vorwerk et al., 2004). 
O modelo da estrutura macromolecular das pectinas seria o seguinte: HG e outras 
pectinas seriam cadeias laterais da RGI, que estaria fracamente alinhada com a celulose. 
As moléculas de pectinas estariam unidas entre si por ligações diéster de borato entre os 
domínios de RGII, e  por pontes de cálcio entre domínios de HG (Figura 1.4).  Essas 
ligações conferem um aspecto gelatinoso às pectinas (revisado em Fosket, 1994; revisado 
em Alberts et al., 1997; revisado em Reid, 2000; revisado em Vorwerk et al., 2004). 
 
   
Figura 1.4: Modelo  da organização dos  polissacarídeos na parede  celular vegetal. A 
celulose  (Cel)  está  interligada  com  a  hemicelulose,  principalmente  xiloglucana  (XG). 
Ramnogalacturonana  I  (RGI)  está  alinhada  à  celulose.  Homogalacturonana  (HG), 
arabinanas (Ara),  galactanas  (Gal)  e  ramnogalacturonana  II  (RGII) seriam ramificações 
laterais de RGI. (PM) membrana plasmática. (Cell Wall) parede celular. (Middle lamella) 
lamela média (extraído de Vorwerk et al., 2004). 
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Comparada  à  síntese  da  celulose,  pouco  se  sabe  a  respeito  da  síntese  dos 
polissacarídeos não  celulósicos  da  parede  celular.  A  síntese  destes  ocorre pela  ação de 
glicosiltransferases localizadas, provavelmente, nas membranas de vesículas do Golgi. 
Conseqüentemente, a síntese de pectinas e hemiceluloses seria pela  rota  secretora da 
célula,  ou seja,  via retículo endoplasmático  e complexo de  Golgi. A primeira  enzima 
isolada que estaria envolvida na síntese de hemicelulose foi a fucosiltransferase sendo ela, 
possivelmente, uma proteína de membrana do  tipo  II localizada no Golgi (revisado em 
Reid, 2000; revisado em Reiter, 2002; revisado em Scheible & Pauly, 2004). 
Além  dos  polissacarídeos,  a  parede  celular  é  formada  por  diversas  proteínas. 
Geralmente se classifica as proteínas da parede celular em dois tipos: proteínas estruturais 
e proteínas apoplásticas solúveis, sendo estas últimas encontradas em associação com a 
parede  celular  e  que  incluem,  na  sua  maioria,  enzimas.  As  proteínas  estruturais 
compreendem proteínas  imobilizadas dentro da parede e podem ser divididas em cinco 
classes, (a) extensinas, (b) proteínas ricas em glicinas, (c) proteínas ricas em prolina, (d) 
lectinas  de  solanáceas  e  (e)  proteínas  arabinogalactanas  (revisado  em  Showalter,  1993; 
revisado em Lee et al., 2004). 
Algumas células  vegetais  apresentam cutina, suberina e  ceras na composição de 
suas paredes celulares. Esses compostos adiposos são encontrados facilmente em tecidos 
protetores  externos.  A  suberina  é  um  composto  polimérico  de  fenilpropanóides,  ácidos 
graxos de cadeia longa, álcoois graxos, ácidos graxos hidroxilados e ácidos dicarboxílicos. 
A suberina está presente no súber e sua síntese ainda é bastante desconhecida. A cutina é 
um  polímero  similar  à  suberina,  mas  com  uma  proporção  relativamente  menor  de 
fenilpropanóides e ácidos dicarboxílicos. Sua localização está, principalmente, na epiderme 
de folhas e outros órgãos (revisado em Raven et al., 1996; revisado em Heldt, 1997). 
 
 
1.1.2  Funções da Parede Celular Vegetal 
 
Inicialmente, acreditava-se que a parede celular das plantas não passasse de uma 
estrutura sem função. Com o progresso das pesquisas, percebeu-se que a parede celular 
vegetal não só apresenta várias funções, mas também é um dos órgãos mais importantes 
para  a célula  vegetal. As  primeiras funções atribuídas à parede foram  a de  suporte e 
proteção mecânica. Devido à sua composição, a parede celular consiste em uma estrutura 
extremamente resistente, capaz de sustentar enormes forças mecânicas. Por si só, a parede 
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primária  que  envolve  todas  as  células  das  plantas  já  confere  uma  proteção  e  serve  de 
suporte.  Além  disso,  existem  tecidos  vegetais  especializados  no  suporte,  como  o 
colênquima e o esclerênquima. O colênquima é formado por células vivas que apresentam 
espessamento  irregular  da  parede,  que  não  é  lignificada.  Esse  tecido  é  encontrado 
principalmente em órgãos jovens em crescimento, como as folhas. Já o esclerênquima, é 
formado  por  células  que,  na  sua  maturidade,  perderam  o  protoplasto. A  parede  dessas 
células apresenta espessamento secundário e são altamente lignificadas. São encontradas 
principalmente em tecidos em fase estacionária de crescimento (revisado em Raven et al., 
1996). 
A parede também está envolvida em diversas funções fisiológicas da célula. Células 
do  sistema  vascular,  responsáveis  pelo  transporte  de  água  e  nutrientes  na  planta, 
apresentam  paredes  celulares  com espessamento  secundário  e  são bastante  lignificadas 
(revisado  em  Raven  et  al.,  1996).  As  pectinas-metiltransferases  (PME),  uma  classe  de 
enzimas  da  parede  celular,  têm  sido  correlacionadas  com  diversas  funções  fisiológicas 
como a maturação do fruto, a microesporogênese e o crescimento das células cambiais do 
pólen.  Além  disso,  estudos  com  plantas  transgênicas  contendo  o  gene  da  PME  em 
orientação anti-senso comprovaram a importância dessas enzimas na adesão celular e no 
alongamento do caule (revisado em Micheli, 2001). 
Outras proteínas da parede celular também apresentam envolvimento com diversas 
funções fisiológicas e de desenvolvimento. Existem fortes evidências de que as extensinas 
interagem  com  proteínas  transmembrânicas,  estabilizando  os  microtúbulos  corticais.  As 
proteínas  ricas  em  glicina  apresentam  uma  estrutura que  conferiria  elasticidade  e  força 
tensora necessárias para o desenvolvimento do sistema vascular. A aplicação em soja de 
inibidores de peptidilprolina-hidroxilases, uma enzima envolvida na síntese de proteínas 
ricas em prolina, causaram a parada do crescimento celular, evidenciando a importância 
dessa proteína da parede no desenvolvimento celular normal. Por sua vez, as lectinas de 
solanáceas têm  sua função sugerida na interação célula-célula, transporte de açúcar e 
controle  da  divisão  celular.  Finalmente,  existem  evidências  de  que  as  proteínas 
arabinogalactanas  participem  da  diferenciação  e  da  histogênese  floral  (revisado  em 
Showalter, 1993). 
A célula contém um grande número de macro e pequenas moléculas que fazem com 
que seu interior seja hipertônico em relação ao meio extracelular, provocando, assim, a 
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entrada de água por osmose. A entrada de água em excesso poderia provocar na planta a 
diluição  dos  constituintes  celulares  gerando  problemas  funcionais  e  até  mesmo  o 
rompimento  da  membrana  plasmática.  A  parede  celular  tem  um  papel fundamental  na 
regulação do equilíbrio osmótico da célula, assim evitando que ocorram danos celulares. 
Devido à rigidez da parede celular, a célula vegetal se expande devido à entrada de água 
até esbarrar na parede. Isso evita que a célula inche até romper. Como ainda existe um 
desequilíbrio de concentração de água entre o meio intra e extracelular, gera-se uma 
pressão hidrostática de dentro para fora da célula chamada de pressão de turgor. A pressão 
de turgor é extremamente importante por conferir suporte mecânico, principalmente em 
tecidos não lenhosos como folhas, e por promover a expansão celular (revisado em Raven 
et al., 1996; revisado em Alberts et al., 1997). 
A  parede celular se caracteriza como  uma importante  proteção contra diversos 
estresses abióticos. Várias proteínas associadas à parede estão relacionadas com a resposta 
a estresses desse tipo como a exposição a ozônio ou dióxido sulfúrico, metais pesados, 
estresse osmótico, déficit hídrico e estresse causado por baixas temperaturas (revisado em 
Lee et al., 2004). 
Wiese  & Pell  (2003) demonstraram que em tomate exposto  ao  ozônio, diversos 
produtos da parede celular sofriam quebras e essas moléculas serviriam de estimuladores 
(ou elicitores, do inglês, elicitors) para um mecanismo de sinalização que levaria a uma 
resposta celular de defesa. Células de videiras, quando expostas à radiação ultravioleta, 
também apresentaram alterações na parede celular, levando a uma perda de elasticidade e a 
um aumento na sua resistência, participando na defesa celular (Lesniewska et al., 2004). 
Diversos trabalhos demonstraram o aumento da expressão de proteínas da parede 
celular em resposta ao estresse hídrico e a adaptação ao excesso de sal. Essas proteínas 
estariam provavelmente envolvidas na adesão da parede com a membrana celular, como no 
caso das proteínas semelhantes a vitro e fibronectinas (Zhu et al., 1993; García-Gomes et 
al., 2000; Pellenc et al., 2004). 
Além da proteção contra estresses abióticos, a parede celular exerce uma função 
muito importante na proteção da célula contra estresses de natureza biótica como o ataque 
de  patógenos  e  predadores.  Devido  à  sua  resistência  e  composição,  a  parede  é  um 
obstáculo  intransponível  para  muitos  patógenos  servindo,  assim,  como  uma  barreira 
mecânica  contra  infecções.  Entretanto,  diversos  organismos  são  capazes  de  penetrar 
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através da parede celular e acessar os nutrientes celulares, seja pela utilização de força 
mecânica suficiente para romper a parede celular, ou pelo emprego de diversas enzimas 
que  degradam  os componentes da  parede  (revisado  em Schulze-Lefert, 2004;  revisado 
Vorwerk  et al., 2004).  Em resposta a  esses organismos, a  célula vegetal  desenvolveu 
diversas estratégias para combatê-los. Muitas delas têm a parede celular como participante 
ativo. 
Na parede celular estão localizadas diversas proteínas que atuam como um sistema 
de vigilância da célula. Essas proteínas são responsáveis pela detecção antecipada do 
patógeno.  Essas  informações  são  repassadas,  desencadeado  uma  séria  de  ações  que 
impedem o ataque do patógeno (revisado em Lee et al., 2004). A parede também pode 
sofrer mudanças na sua composição. É comum a deposição, na parede, de polissacarídeos 
que são resistentes às enzimas liberadas pelo invasor (revisado em Vorwerk et al., 2004). 
Além disso,  no  caso  de  injúria  ou  na  defesa da  planta,  há  o  aumento  na  deposição de 
extensina e nas ligações cruzadas entre essas proteínas, levando ao aumento da resistência 
da parede celular. Em alguns casos, algumas extensinas atuam como uma espécie de 
“papel pega-mosca” da parede celular, sendo capazes de imobilizar alguns patógenos 
(revisado em Showalter, 1993). 
Uma outra resposta comum no caso de injúria ou na defesa vegetal é o acumulo de 
calose. A calose é um polissacarídeo linear muito similar à celulose. É formado por 
repetições de glicose unidas por ligações do tipo 1,3. Acredita-se que a sua síntese proceda 
assim como a da celulose, possivelmente pelo mesmo complexo enzimático. A deposição 
de calose levaria a um aumento da espessura da parede e atuaria como um material 
isolante, aumentando, conseqüentemente, a resistência da parede. Além disso, junto com a 
deposição de calose, há um acúmulo de fenóis e espécies reativas de oxigênio (revisado em 
Heldt, 1997; revisado em Schulze-Lefert, 2004). 
As  células  também  desenvolveram  mecanismos  contra  os  patógenos  que 
conseguem,  pelo  emprego  de  enzimas  hidrolíticas,  atravessar  a  parede  celular.  A 
degradação da parede celular envolve várias enzimas. As pectinoacetil e metiltransferases 
de-esterificam  pectinas,  tornando-as  mais  acessíveis  para  enzimas  líticas.  Várias  outras 
enzimas,  incluindo  celulases,  glicanases,  endopoligalacturanases  e  endopectatoliases, 
pectinoliases,  xilogalacturonases,  galactanases,  arabinases,  RGIases  e  outras  muitas 
enzimas que degradam RGII fazem parte do repertório dos microrganismos. A degradação 
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dos  polissacarídeos da  parede  leva  ao surgimento  de  oligossacarídeos.  Muitos  desses 
oligossacarídeos  apresentam  atividades  tal  como  a  indução  de  espécies  reativas  de 
oxigênio, que fazem parte dos mecanismos de defesa da célula vegetal. Um exemplo destes 
oligossacarídeos que apresentam tal atividade é os dos oligo-α-galacturonídeos, resultantes 
da degradação de HG (revisado em Vorwerk et al., 2004). 
 
 
1.2 Ligninas 
 
Em 1832,  o cientista francês De Candolle introduziu o termo  ligninas (do  latim 
lignum:  madeira)  para  descrever  as substâncias de  origem não  celulósica  que  estavam 
presentes na madeira (revisado em Boudet, 2000). As ligninas são substâncias formadas 
pela polimerização de três diferentes álcoois hidroxicinamílicos ou monolignóis: álcool p-
cumarílico, álcool coniferílico e  álcool sinapílico. Eles dão  origem, respectivamente, às 
subunidades das ligninas chamadas de p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), que 
diferem uma das outras pelo grau de metilação (Figura 1.5). Juntamente com a celulose, as 
ligninas são o principal constituinte da madeira, sendo responsáveis por 15 a 36% do seu 
peso seco. Depois da celulose, a lignina é o biopolímero mais abundante na Terra (revisado 
em Baucher et al., 1998; revisado em Baucher et al., 2003; revisado em Boerjan et al., 
2003). 
 
   
Figura 1.5: Estrutura dos precursores das ligninas ou monolignóis. Os números referem-se 
à posição dos  carbonos  do anel aromático  e as letras gregas aos carbonos do  grupo 
propeno. (adaptado de Baucher et al., 1998). 
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Na escala de evolução dos organismos fotossintetizadores, a lignificação é um 
processo relativamente recente, tendo surgido há aproximadamente 430 milhões de anos 
atrás. O surgimento das ligninas está bastante relacionado com a evolução dos sistemas 
vasculares das plantas, e tem um papel extremamente importante na adaptação das plantas 
ao seu novo ambiente, o que possibilitou que tais organismos se tornassem independente 
do meio aquoso e conquistassem praticamente todos os ambientes terrestres (revisado em 
Boudet, 2000; revisado em Peter & Neale, 2004). 
As ligninas são encontradas principalmente nas células vegetais que apresentam a 
parede celular com espessamento secundário, em tecidos que têm como principal função o 
transporte  de água  e  nutrientes  na planta,  assim como  tecidos com  função  de  suporte 
(principalmente xilema, mas, também, esclerênquima, fibras do floema e periderme). A 
deposição  de  ligninas  em  células  do  sistema  vascular leva  à  impermeabilização  dessas 
células devido à natureza hidrofóbica das ligninas, facilitando a condutância hidráulica. 
Além disso, a presença das ligninas enrijece a parede, o que permite que ela suporte a alta 
pressão  hidrostática negativa  sem colapsar.  Nos tecidos  de suporte, a  interligação das 
ligninas com a celulose origina uma parede celular extremamente rígida, capaz de sustentar 
a planta  inteira.  As  ligninas  também  são  componentes principais  na  defesa das  plantas 
contra  estresses  bióticos  e abióticos. Lin  et  al (2005)  observaram  que plantas  de  soja 
expostas  à  toxidade  causada  por  altos  níveis  de  cobre  apresentaram  um  aumento  na 
lignificação.  Plantas  de  trigo  tratadas  com  inibidores  de  ligninas  se  mostraram  mais 
suscetíveis à infecção por Puccinia graminis, isso porque as ligninas formam uma barreira 
físico-química contra os patógenos e pode ser sintetizada de novo em resposta a ferimentos 
e infecções (revisado em Baucher et al., 1998; revisado em Boudet, 2000; revisado em 
Peter  &  Neale,  2004).  Além  disso,  as  ligninas  parecem  exercer  um  papel-chave  na 
reorientação do tronco e ramificações, contribuindo para uma melhor posição de equilíbrio 
da planta (revisado em Pilate et al., 2004). 
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Figura 1.6: Modelo estrutural do polímero de lignina. Os números se referem à ordem de 
polimerização das unidades. MeO e OMe indicam oximetilações (extraído de Baucher et 
al., 1998). 
 
 
Os monômeros de  ligninas  podem,  na  teoria,  formar até  16  tipos  de  ligações 
intermoleculares,  dando  às  ligninas  uma  estrutura  tridimensional,  bastante  ramificada  e 
complexa (Figura 1.6). As ligações intermoleculares mais comuns são β-5, β-1, β-β, 5-5 
(ligações C-C), 4-O-5 (éter) e β-O-4 (Figura 1.7). Essa última é a ligação intermolecular 
mais abundante nas ligninas e também a mais fácil de ser quebrada quimicamente, sendo a 
base de vários processos industriais como a polpagem e diversos métodos analíticos. A 
abundância  relativa  das  diferentes  ligações  depende  principalmente  da  contribuição 
relativa  de  um  determinado  monômero  no  processo  de  polimerização.  Por  exemplo, 
ligninas compostas principalmente de unidades G, contêm mais ligações resistentes (β-5, 
β-1, β-β, 5-5, 4-O-5) do que ligninas que incorporam unidades S, devido à disponibilidade 
de carbono na posição cinco para ligação (revisado em Baucher et al., 1998; revisado em 
Baucher et al., 2003; revisado em Boerjan et al., 2003). 
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Figura  1.7:  Estruturas  diméricas  contendo  os  principais  modos  de  ligações  entre  os 
monolignóis (extraído de Baucher et al., 1998). 
 
 
A  composição  e o  conteúdo das ligninas pode  variar entre diferentes  espécies, 
indivíduos, tecidos e estados fisiológicos e de desenvolvimento da planta. Essas diferenças 
são devidas principalmente à proporção relativa  entre as diferentes unidades  e tipos de 
ligações entre elas, e podem ser explicadas por diferenças na especificidade de substratos e 
pela  regulação  espaço-temporal  de  algumas  enzimas  da  rota  de  síntese  das  ligninas 
(revisado em Baucher et al., 1998; revisado em Baucher et al., 2003; revisado em Boerjan 
et al., 2003). 
As  ligninas  estão  presentes  apenas  nas  plantas  vasculares  (pteridófitas, 
gimnospermas  e  angiospermas).  De  maneira  geral,  as  pteridófitas  e  gimnospermas 
apresentam ligninas formadas principalmente por unidades G e alguns traços de unidade H, 
enquanto  que  nas  angiospermas  dicotiledôneas  são  formadas  por  unidades  G  e  S  com 
alguns  traços  de  H.  As  gramíneas  (monocotiledôneas)  incorporam  unidades  G  e  S  em 
níveis  comparáveis,  e  maiores  quantidades  relativas  de  unidades  H  do  que  as 
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dicotiledôneas  (Tabela  1.2).  A  observação  dessas  proporções  sugere  uma  evolução 
contínua  da  lignina  do  tipo  G  para  o  tipo  S.  A  parede  celular  da  superordem 
Commeliniflorae  (incluindo  Poaceae)  e  de  algumas  dicotiledôneas  (Salicaceae  e 
Chenopodiaceae) contém, também, ácidos fenólicos. Nas monocotiledôneas, ácido ferúlico 
e ácido p-cumárico são encontrados na parede, assim como o ácido p-hidroxibenzóico e o 
ácido vanílico  representam 1% do  conteúdo total de ligninas em  álamo (revisado  em 
Baucher et al., 1998; revisado em Baucher et al., 2003; revisado em Boerjan et al., 2003; 
revisado em Peter & Neale, 2004). 
Nos traqueídeos das gimnospermas, a lamela média é mais lignificada do que a 
parede celular, sendo  composta  de até 50%  de ligninas em comparação aos 20%  de 
ligninas da parede. Contudo, como o volume da parede secundária é bem maior do que a 
da lamela média, a maior parte da lignina da planta encontra-se na parede celular. Além 
disso, a lamela média localizada nos vértices das células apresenta uma concentração ainda 
maior de lignina (70%). Nas angiospermas, os vasos contêm unidades G enquanto que as 
fibras contêm uma mistura de G e S, com predomínio da última. Os vasos também são 
mais  lignificados  do  que  as  fibras  (revisado  em  Baucher  et  al.,  1998;  revisado  em 
Donaldson, 2001). 
As ligninas também variam em quantidade e composição em diferentes tecidos de 
uma mesma planta e também entre células de um mesmo tecido. Em algumas plantas, o 
conteúdo de ligninas é até três vezes maior na base do que no topo da planta. Em alguns 
pinheiros,  as folhas e  o  hipocótilo  apresentam uma  maior  proporção  de  H do  que  no 
xilema,  e  os  tipos  de  ligações  intermoleculares  também  são  diferentes  (revisado  em 
Baucher et al., 1998). 
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Tabela 1.2: Composição de ligninas nos seus principais constituintes p-hidroxifenil (H), 
guaiacil (G) e siringil (S) em vários vegetais (adaptado de Baucher et al., 1998). 
 
 
Espécies de plantas 
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Na  parede  celular, as  ligninas  encontram-se  interagindo  com  os  polissacarídeos 
celulose, hemicelulose e pectinas por meio de ligações éster e éter. Também é possível a 
associação das ligninas com outros compostos como glicoproteínas e taninos. A ligação 
éster ocorre provavelmente entre o grupo hidroxila da cadeia lateral (α ou γ) do monolignol 
com o polissacarídeo, enquanto que  a ligação éter ocorre entre o grupo hidroxila da 
posição 4 e o polissacarídeo (revisado em Baucher et al., 1998). 
Além das três principais unidades das ligninas apresentadas (H, G e S), o acúmulo 
de outras  moléculas provenientes da  síntese  incompleta dos  monolignóis  e  de outras 
unidades  de  fenilpropanóides  como  hidroxicinamaldeído,  acetatos,  p-cumaratos,  p-
hidroxibenzoatos e ferulato de tiramina ocorre em pequenas proporções (revisado em 
Baucher et al., 2003). 
 
 
1.2.1  Biossíntese das Ligninas 
 
Os monômeros da lignina, os monolignóis, são produzidos intracelularmente e 
depois são exportados para a parede celular onde serão polimerizados. Os monolignóis são 
derivados do aminoácido fenilalanina e a rota de biossíntese desses compostos pode ser 
dividida  em  duas  partes,  a  rota  dos  fenilpropanóides  (de  onde  são  derivados  muitos 
compostos  do  metabolismo  secundário  de  extrema  importância  para  a  planta)  e  a  rota 
específica das ligninas. Na primeira rota, há a síntese de ácidos hidroxicinâmicos e de seus 
ésteres de coenzima A (CoA) a partir de fenilalanina, enquanto que, na segunda rota, os 
ésteres  sofrem  reduções  até  a  formação  dos  monolignóis  (revisado  em  Baucher  et  al., 
1998; revisado em Baucher et al., 2003; revisado em Boerjan et al., 2003). 
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Figura 1.8: Rota de síntese dos monolignóis. A rota cinza-escura é provavelmente a mais 
favorecida em angiospermas. A rota cinza-clara também ocorre, dependendo da espécie e 
das condições. (?) Conversão demonstrada. (??) Conversão direta não demonstrada com 
convicção. (PAL) Fenilalanina-amônia-liase. (C4H) Ácido cinâmico-4-hidroxilase. (4CL) 
4-cumarato:CoA-ligase.  (HCT)  Hidroxicinamoil-CoA:chiquimato/quinato-
hidroxicinamoil-transferase.  (C3H)  p-cumarato-3-hidroxilase.  (COMT)  Ácido 
caféico/ácido  5-hidroxiferúlico-o-metiltransferase.  (CCoAOMT)  Cafeoil-CoA-o-
metiltransferase.  (F5H)  Ácido  ferúlico-5-hidroxilase.  (CCR)  Cinamoil-CoA-redutase. 
(CAD)  Álcool  cinamílico-desidrogenase.  (SAD)  Álcool  sinapílico-desidrogenase. 
(phenylalanine) Fenilalanina. (cinnamic acid) Ácido cinâmico. (p-coumaric acid) Ácido p-
cumárico. (p-coumaroyl-CoA) p-Cumaril-CoA. (p-coumaraldehyde) p-Cumaraldeído. (p-
coumaryl alcohol) Álcool p-cumarílico. (caffeic acid) Ácido caféico. (ferulic acid) Ácido 
ferúlico. (5-hydroxyferulic acid)  Ácido  5-hidroxiferúlico. (sinapic acid) Ácido sinápico. 
(p-coumaroyl  shikimic  acid)  Ácido  p-cumaroilchiquímico.  (p-coumaroyl  quinic  acid) 
Ácido  p-cumaroilquínico.  (caffeoyl  shikimic  acid)  Ácido  cafeoilchiquímico.  (caffeoyl 
quinic acid)  Ácido cafeoilquínico. (caffeoyl-CoA) Cafeoil-CoA. (feruloyl-CoA) Feruloil-
CoA.  (5-hydroxyferuloyl-CoA)  5-hidroxiferuloil-CoA.  (sinapoyl-CoA)  Sinapoil-CoA. 
(caffeyl  aldehyde)  Cafeil  aldeído.  (coniferaldehyde)  Coniferaldeído.  (5-
hydroxyconiferaldehyde)  5-Hidroxiconiferaldeído.  (sinapaldehyde)  Sinapaldeído.  (caffeyl 
alcohol)  Álcool  cafeílico.  (coniferyl  alcohol)  Álcool  coniferílico.  (5-hydroxyconiferyl 
alcohol) Álcool  5-hidroxiconiferílico. (sinapyl  alcohol) Álcool sinapílico.  (Peroxidase) 
Peroxidase. (Laccase) Lacase. (Liginin) Ligninas (adaptado de Boerjan et al., 2003). 
 
 
De modo geral, a síntese dos monolignóis in vivo ocorre provavelmente da seguinte 
maneira,  como  observável  na  Figura  1.8.  O  aminoácido  fenilalanina  sofre  uma 
desaminação  não  oxidativa  catalisada  pela  enzima  fenilalanina  amônia-liase  (PAL), 
gerando o ácido cinâmico. Esse, por sua vez, é hidroxilado na posição do C4 dando origem 
ao ácido p-cumárico. Essa etapa é realizada pela ácido cinâmico-4-hidroxilase (C4H), uma 
enzima membro da família das  citocromos P
450
-monooxigenases. O ácido p-cumárico é 
convertido  em  p-cumaril-CoA  pela  enzima  4-cumarato:CoA  ligase  (4CL).  A  seguir,  p-
cumaril-CoA  é  transformado  em  ésteres  de  chiquimato  e  quinato  pela  hidroxicinamoil-
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CoA:chiquimato/quinato-hidroxicinamoiltransferase  (HCT),  que  apresenta  atividade 
reversível.  Os ésteres  formados  são hidroxilados  pela  enzima  p-cumarato-3-hidroxilase 
(C3H), originando os respectivos ésteres de hidroxicafeoil-CoA que são convertidos em 
cafeoil-CoA  pela  mesma  enzima,  HCT.  Cafeoil-CoA  é,  então,  metilado  pela  ácido 
caféico/ácido  5-hidroxiferúlico-o-metiltransferase  (COMT)  ou  pela  cafeoil-CoA-o-
metiltransferase (CCoAOMT) formando feruloil-CoA. O p-cumaril-CoA e o feruloil-CoA 
são reduzidos, respectivamente, a p-cumaraldeído e coniferaldeído pela primeira enzima 
exclusiva da síntese  das ligninas,  a cinamoil-CoA-redutase (CCR). Os produtos dessa 
reação são reduzidos pela enzima álcool cinamílico-desidrogenase (CAD) nos respectivos 
álcoois p-cumarílico e coniferílico. A formação do álcool sinapílico ocorre, primeiramente, 
pela hidroxilação de coniferaldeído em 5-hidroxiconiferaldeído pela enzima ácido ferúlico-
5-hidroxilase (F5H). Esse composto é metilado, gerando sinapaldeído, pela COMT, que é 
finalmente  reduzido a  álcool sinapílico  pela CAD  (revisado em  Baucher et  al., 1998; 
revisado em Baucher et al., 2003; revisado em Boerjan et al., 2003). 
A rota descrita acima é a mais provável de ocorrer in vivo. Ela foi sugerida a partir 
da observação da especificidade das enzimas da rota bem como pela avaliação de plantas 
mutantes  e  transgênicas.  Em  teoria,  diversas  outras  reações  podem  ocorrer,  como 
visualizável na Figura 1.8. A rota proposta atualmente é bastante diferente da apresentada 
há apenas alguns anos atrás, devido ao surgimento de diversos novos estudos. 
Uma  das  mudanças  na  rota  foi  em  relação  à  síntese  dos  diferentes  tipos  de 
monolignóis. Reações de hidroxilação e metilação acabam definindo a proporção final de 
cada  monolignol,  já  que  cada  um  deles  difere  entre  si  apenas  pelo  grau  de  metilação. 
Antigamente,  acreditava-se  que  essas  reações  aconteciam  apenas  em  nível  de  ácido 
cinâmico. Porém, diversos experimentos demonstraram que a metilação pode ocorrer em 
nível de hidroxicinamoil-CoA, reação que pode ser catalisada tanto pela COMT como pela 
CCoAOMT. Neste caso, essas  enzimas metilariam o  cafeoil-CoA  e o 5-hidroxiferuloil-
CoA em feruloil-CoA e sinapoil-CoA, respectivamente. Também foi proposto que deve 
haver  a  metilação  de  p-cumaroil-CoA  para  cafeoil-CoA.  Experimentos  posteriores 
mostraram que a metilação e a hidroxilação poderiam ocorrer em nível de aldeído e álcool. 
De fato, experimentos re-testando a preferência de substrato da enzima F5H mostraram 
que  coniferaldeído  e  álcool  coniferílico  são  seus  melhores  substratos,  e  não  o  ácido 
ferúlico, como se acreditava. Da mesma forma que  o produto de hidroxilação desses 
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compostos, o
 
5-hidroxiconiferaldeído e o álcool 5-hidroxiconiferil são bons substratos para 
a COMT, enquanto o ácido caféico, que se acreditava ser o principal substrato da COMT, 
não  o  é  (revisado  em  Boudet,  2000;  revisado  em  Dixon  et  al.,  2001;  revisado  em 
Humphreys & Chapple, 2002; revisado em Baucher et al., 2003; revisado em Boerjan et 
al., 2003). Experimentos executados com álamo crescido em meio contendo coniferina e 
siringina (forma de  armazenamento dos álcoois coniferílico e sinapílico) marcadas  com 
deutério,  corroboraram  a  hipótese  de  metilação  dos  álcoois  monolignóicos.  Nesse 
experimento,  o  deutério  originário da coniferina  foi recuperado das  unidades G  e  S, 
enquanto  o  deutério  da siringina  foi recuperado  apenas da  unidade S  (Rolando  et  al., 
2004). 
A C3H é outra enzima que teve seu papel alterado na rota dos fenilpropanóides em 
direção às  ligninas. Inicialmente, C3H  era considerada responsável pela conversão de 
ácido p-cumárico  em  ácido  caféico.  Porém,  estudos  enzimáticos mostraram  que o p-
cumarilchiquimato e  o  p-cumarilquinate  são  os  substratos  preferenciais  desta  enzima. 
Como visto, a enzima HCT tem uma participação ativa na nova função de C3H. A HCT foi 
só  recentemente  isolada  por  Hoffmann  et  al  (2003).  Uma  nova  enzima  da  família  das 
citocromo P
450
, isolada de tabaco, parece ser a responsável pela antiga função de C3H, isto 
é, converter o ácido p-cumárico em ácido caféico (revisado em Humphreys & Chapple, 
2002; revisado em Baucher et al., 2003; revisado em Boerjan et al., 2003). 
A  síntese  da  unidade  S  das ligninas  ainda  é  alvo  de  diversas  controvérsias.  Na 
maioria das espécies de  plantas estudadas, a enzima 4CL utiliza o ácido p-cumárico, o 
ácido caféico e o ácido ferúlico como substratos, mas não usa o ácido sinápico, embora a 
conversão de ácido sinápico em sinapoil-CoA é possível em algumas espécies de plantas. 
Portanto, o envolvimento de 4CL na formação de álcool sinapílico ainda não está bem 
definido, sendo possível que, em algumas plantas, ocorra via ácido sinápico (revisado em 
Baucher  et  al.,  2003;  revisado  em  Boerjan  et  al.,  2003).  Estudos  com  Robinia 
pseudoacacia mostraram que a formação da unidade S poderia ocorrer via ácido sinápico 
(Yamauchi et al., 2002). Porém, estudos posteriores indicaram que as etapas de metilação 
são mais importantes do que a redução de ácido sinápico para a regulação e formação da 
unidade S (Yamauchi & Fukushima, 2004). 
Recentemente,  foi  isolada  em  álamo  uma  enzima  que,  assim  como  a  CAD, 
reduziria aldeídos em álcoois, embora essa nova enzima utilize apenas sinapaldeído (Li et 
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al., 2001). A essa nova enzima foi dado o nome de álcool sinapílico desidrogenase (SAD), 
e  sua localização  coincide  tanto espacialmente  como temporalmente  com a  síntese da 
unidade S das ligninas. A partir dessas observações, foi proposto que a SAD poderia ser a 
responsável pela síntese das unidades S, enquanto a CAD estivesse envolvida apenas na 
síntese de G e H. Porém, vários estudos ainda são necessários para confirmar esta hipótese 
(revisado em Humphreys & Chapple, 2002; revisado em Baucher et al., 2003; revisado em 
Boerjan et al., 2003). 
 
 
1.2.2  Transporte, Polimerização e Deposição das Ligninas 
 
Os monolignóis são sintetizados no meio intracelular e necessitam ser transportados 
para o meio apoplástico onde serão incorporados à parede celular. Pouco ainda se sabe 
sobre esta etapa. Como  os monolignóis são tóxicos  para a célula e instáveis, é  bem 
provável que eles sejam transportados e/ou acumulados em uma outra forma. A observação 
de que em gimnospermas e em algumas angiospermas há o acúmulo de monolignóis do 
tipo 4-O-β-D-glicosídeos, fez com que esse tipo de molécula fosse a candidata mais forte 
para  a  função.  Além  disso,  a  glicosilação  do  grupo  hidroxifenólico  para  produzir 
glicosídeos de monolignóis estabilizarim esses compostos e os tornariam não tóxicos. A 
hipótese atual é a de que a conjugação a glicosídeos seja a forma de transporte e/ou de 
armazenamento dos monolignóis. O armazenamento e a mobilização dos monolignóis para 
a síntese de lignanas e ligninas seria controlada pela uridina-difosfato glicose (UDPG)-
glicosiltransferase  e  pela  coniferil-β-glicosidade  (CG).  A  primeira  enzima  seria 
responsável pela formação  dos  glicosídeos,  enquanto  que  a  segunda  realizaria a reação 
contrária, disponibilizando  os  monolignóis  para  a polimerização  (revisado  em  Douglas, 
1996; revisado Baucher et al., 2003; revisado Boerjan et al., 2003). 
Uma  vez  no  meio  apoplástico,  os  monolignóis  devem  ser  polimerizados  para 
originar a lignina. Ao contrário da síntese dos monolignóis onde, com algumas exceções, 
as enzimas e os passos envolvidos já estão bem definidos, a polimerização das ligninas 
ainda é controversa. Acredita-se que a montagem das ligninas ocorra pela desidrogenação 
dos álcoois cinamílicos, seguida pela ligação dos radicais fenólicos, sendo que a etapa de 
formação dos radicais seria catalisada por peroxidases e lacases, embora outras enzimas 
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possam estar associadas (revisado em Baucher  et al., 1998; revisado em Boudet, 2000; 
revisado em Boerjan et al., 2003). 
As peroxidases são, na sua maioria, enzimas monoméricas glicosiladas que contêm 
grupos heme e são capazes de oxidar uma grande variedade de substratos usando peróxido 
de hidrogênio (H
2
O
2
) como agente oxidante. A origem de H
2
O
2 
na parede celular ainda é 
dúvida, mas evidências sugerem a participação de NADPH-oxidases (revisado em Baucher 
et  al.,  1998;  revisado  em  Boerjan  et  al.,  2003).  Barceló  &  Pomar  (2001)  isolaram,  de 
tecidos lignificantes de Zinnia elegans, uma peroxidase que apresentou alta afinidade por 
cinamaldeídos e álcoois cinamílicos, sendo capaz de oxidar álcool coniferílico na presença 
ou ausência de H
2
O
2
. Estudos posteriores mostraram que a capacidade de oxidação dessa 
peroxidase  na  ausência  de  H
2
O
2
  era  devido  à  alta  afinidade  dessa  enzima  por  este 
composto. Devido a isto, a peroxidase era capaz de utilizar as pequenas quantidades de 
H
2
O
2
 gerados pela auto-oxidação de álcool coniferílico como força motriz da atividade de 
peroxidação, demonstrando uma  outra alternativa para a  origem do  H
2
O
2 
utilizado na 
formação dos radicais de ligninas (Pomar et al., 2002a). 
As lacases (p-difenol:O
2
 oxido-redutases), diferentemente das peroxidases, utilizam 
oxigênio molecular (O
2
) na oxidação de seus substratos. As lacases são glicoproteínas da 
parede celular que contêm, em seu sítio ativo, quatro átomos de  cobre (revisado em 
Baucher  et  al., 1998;  revisado  em  Boerjan  et al.,  2003;  revisado  em Claus,  2004).  A 
participação dessas  enzimas na desidrogenação dos monolignóis ainda  não é certa.  A 
principal evidência do envolvimento dessas enzimas nessa rota veio de experimentos in 
vitro, onde lacases e peroxidases foram capazes de promover a polimerização de ligninas a 
partir de álcool coniferílico. Além disso, existem correlações da atividade de oxidases e 
expressão dessas enzimas em tecidos em lignificação. Porém, diversos experimentos com 
plantas transgênicas contendo genes de peroxidases ou lacases em orientação anti-senso 
não mostraram qualquer  alteração no  conteúdo  de ligninas, com  exceção de Blee et  al 
(2003), que obtiveram plantas com expressão reduzida de uma peroxidase, o que levou a 
alterações  na  composição  de  ligninas.  O  fato  dessas  enzimas  apresentarem  uma  alta 
redundância de função, um grande número de substratos e um grande número de genes tem 
dificultado a identificação da enzima responsável pela formação dos radicais fenólicos das 
ligninas (revisado em Boudet, 2000; revisado em Boerjan et al., 2003). 
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A montagem da macromolécula de lignina ocorre pela união dos radicais gerados 
por  peroxidase/lacase  com  o  polímero  nascente.  Cada  reação  de  extensão  do  polímero 
depende de radicais nas duas moléculas participantes, o polímero e o monolignol. Como já 
visto, a formação dos radicais de álcoois cinamílicos ocorre pela ação de peroxidases e 
lacases, porém ainda há dúvidas de como ocorra a formação do radical no polímero de 
lignina. Uma teoria  é a de  que ocorra a mediação de  um  radical. Após a formação do 
radical de monolignol, este seguiria dois possíveis caminhos: (a) se o polímero de lignina 
encontra-se em um estado oxidativo básico, o estado oxidativo maior do monolignol seria 
transferido  para  a  molécula  de  lignina,  o  que  faria  o  monolignol  voltar  ao  seu  estado 
normal; (b) se o polímero de lignina estiver em um estado oxidativo maior, o radical de 
monolignol pode sofrer o processo de união oxidativa para formar uma ligação covalente e, 
conseqüentemente, o  crescimento  do  polímero  de  lignina. Outra  teoria  é a  de  que  o 
polímero  de  lignina seja  oxidado  diretamente por  uma  peroxidase.  Porém,  ainda não  é 
claro se peroxidases  são capazes  de oxidar  diretamente a molécula tridimensional de 
lignina (revisado Boerjan et al.,  2003). Tsutsumi  et al  (1994) isolaram uma peroxidase 
ligada à  parede  celular  chamada  CWPO-C,  que  usa  álcool sinapílico  como  substrato 
preferencial, como relatado em Tsutsumi et al. (1998). Posteriormente, foi demonstrado 
que esta enzima era capaz de oxidar in vitro o polímero de lignina, propondo que essa 
poderia ser a peroxidase responsável pela lignificação na parede celular das plantas (Sasaki 
et al., 2004). 
O  modelo atual de  polimerização  das ligninas  propõe que  a montagem  de sua 
estrutura ocorra de maneira aleatória, sendo influenciada pela taxa de disponibilidade dos 
monômeros, pela taxa de formação dos radicais e pela presença de polissacarídeos. Porém, 
uma nova hipótese de montagem ordenada e controlada da lignina tem sido proposta a 
partir do isolamento de uma proteína que seria responsável pelo controle da formação das 
lignanas, que são dímeros de monolignóis (revisado em Boerjan et al, 2003). 
A lignina é depositada dentro da matriz carbônica da parede celular, preenchendo 
os  espaços  interlamelares  vazios  e  ligando-se  com  os  componentes  polissacarídicos  da 
parede. A lignificação começa geralmente nos vértices das células, na região da lamela 
média e na região S1 da parede celular secundária, espalhando-se em direção ao lúmen 
celular pela parede  secundária. A lignificação da  lamela média e da  parede primária 
começa  tipicamente  após  o  começo  da  formação  da  parede  secundária,  enquanto  a 
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lignificação da parede celular secundária ocorre somente depois que esta se encontra 
completamente formada (revisado em Baucher et al., 1998; revisado em Donaldson, 2001). 
Durante a deposição, a lignina se complexa com a hemicelulose, formando módulos 
tubulares em forma de  contas (como as de um rosário) que cercam as microfibrilas de 
celulose.  Os  módulos  crescem  até  completarem  os  espaços  entre  as  microfibrilas  de 
celulose (Terashima et al., 2004). 
A lignificação parece ser influenciada pela matriz de carboidratos no qual ocorre. A 
parede  celular  exerce  uma  influência  mecânica  ou  química  no  polímero  de  lignina  em 
formação, fato evidenciado pela observação de que os anéis aromáticos da lignina estão 
freqüentemente orientados no mesmo plano da parede celular (revisado em Baucher et al., 
1998; revisado em Donaldson, 2001; Fromm et al., 2003). 
 
 
1.2.3  Os Genes da Rota de Biossíntese de Ligninas 
 
Os genes das enzimas envolvidos na rota  de biossíntese de ligninas  são,  na sua 
maior parte, membros de famílias multigênicas, cujos membros também estão envolvidos 
em outros aspectos do metabolismo dos fenilpropanóides tais como as sínteses de ésteres 
de sinapato e flavonóides. Portanto, a identificação de membros individuais de famílias 
gênicas envolvidas na lignificação é uma difícil tarefa que depende do estudo da expressão 
desses genes em xilema em diferenciação, assim como provas bioquímicas e genéticas. A 
conclusão  de  projetos  de  seqüenciamento  de  genomas  e  de  transcriptomas  de  várias 
espécies de plantas, especialmente a de Arabidopsis, possibilita que uma análise em larga 
escala  possa ser  feita com  os genes de  enzimas da  rota dos  monolignóis,  ajudando a 
compreender a organização e a função desses genes. Recentemente, Goujon et al (2003a) e 
Raes et al (2003) geraram um inventário dos principais genes e suas prováveis funções na 
rota  dos  monolignóis,  baseados  no  banco  de  dados  gerado  pelo  Projeto  Genoma  de 
Arabidopsis,  e  usando  dados  de  expressão  gênica  em  diferentes órgãos  e  tecidos  (raiz, 
folha, flor, síliqua verde, caule e brotos) e análise das regiões promotoras. Além disso, 
Peter & Neale (2004) revisaram diversos pontos em relação ao número de genes em Pinus 
e Populus. Os principais resultados obtidos nesses trabalhos serão discutidos abaixo. 
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1.2.3.1 Fenilalanina amônia-liase (PAL) 
 
PAL é a primeira enzima da rota de biossíntese dos monolignóis e é responsável 
pela  desaminação  da  fenilalanina  (Figura  1.8).  O  gene  que  codifica  essa  enzima  já  foi 
isolado  de  diversas  espécies  como  Rubus  idaeus  (framboesa,  Kumar  &  Ellis,  2001), 
Stylosanthes  humilis  (Manners  et  al.,  1995),  tabaco  (Pellegrini  et  al.,  1994),  Phaseolus 
vulgaris,  Petroselinum  crispum,  Pisum  sativum,  Solanum  tuberosum  (batata)  e  Oryza 
sativa (arroz; revisado em Baucher et al, 1998). 
Em Populus e Pinus, existe a presença de três genes para PAL, porém não se sabe 
se algum deles está envolvido com a biossíntese de ligninas (Peter & Neale, 2004). Os 
trabalhos com Arabidopsis identificaram a presença de quatro genes para PAL e análises 
filogenéticas não mostraram qualquer divisão de classe, apesar de que os genes PAL1 e 
PAL2 estão  mais  relacionados entre  si,  enquanto  PAL3 e  PAL4 são sempre agrupados 
conjuntamente. Os genes PAL1 e PAL2 de Arabidopsis apresentaram uma maior expressão 
no caule e na raiz e também se mostraram mais responsivos a estresses. PAL4 e PAL3 
também são expressos em caule, porém esse último em menores níveis. Os genes PAL2 e 
PAL4 também foram detectados em sementes. A análise dos promotores de PAL1 e PAL2 
mostrou a presença de elementos AC. Embora todos os genes sejam expressos no caule, 
PAL1  e  PAL2  são  os  melhores  candidatos  na  participação  da  rota  de  lignificação  por 
apresentarem os elementos AC em seus promotores (Raes et al., 2003). 
Em  framboesa,  foram  isolados  dois  genes  distintos  codificando  PAL,  RiPAL1  e 
RiPAL2. A expressão de ambos foi detectada em todos os tecidos analisados (folhas, parte 
aérea, raiz, flores e frutos). Porém,  a expressão de RiPAL1  foi maior em parte aérea e 
frutos jovens. Por outro lado, RiPAL2 teve uma maior taxa de expressão em flores e frutos 
maduros. Foi  sugerido  que  o  gene  RiPAL1  estaria provavelmente  mais  envolvido  na 
lignificação e RiAL2 na produção de outros compostos secundários (Kumar & Ellis, 2001). 
O único gene pal isolado em Stylosanthes humilis teve sua expressão detectada por 
uma  análise  de  Northern  blot  em  caule, raiz  e  em  folhas  jovens  em  expansão.  Porém, 
nenhuma expressão foi detectada em folhas maduras (Manners et al., 1995). Em tabaco, 
Pellegrini et al. (1994) isolaram uma única seqüência codificando PAL. Foi observado que, 
em resposta à infecção pelo vírus do mosaico do tabaco e elicitores fúngicos, houve um 
aumento na expressão de pal. 
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1.2.3.2 Ácido cinâmico-4-hidroxilase (C4H) 
 
O passo seguinte na rota dos monolignóis é catalisado pela enzima C4H (Figura 
1.8). As análises em Arabidopsis mostraram a presença de apenas um gene, que estaria 
sendo expresso em todos os tecidos analisados (Goujon et al., 2003a; Raes et al., 2003). 
Por outro lado, em Populus e Pinus, foram identificados três genes (Peter & Neale, 2004). 
Em álamo, a expressão de c4h é associada com xilema e esclerênquima, e pode ser 
induzida por ferimentos, elicitores e infecção de fungos (revisado em Baucher etal., 1998). 
O  gene  C4H  já  foi  isolado  também  de  vários  outros  organismos  como  Helianthus 
tuberosus, Phaseolus  aureus, Pisum  sativum, Medicago sativa e Catharanthus  roseus 
(revisado em Baucher et al., 1998). Nessas espécies também só foi detectado um único 
gene c4h (revisado em Baucher et al., 1998). 
 
 
1.2.3.3 4-Cumarato:CoA-ligase (4CL) 
 
Tendo sua seqüência codificadora isolada de várias plantas tais como, Petroselinum 
crispum, batata, arroz, Glycine max (soja) e tabaco (revisado em Baucher et al., 1998), 
4CL catalisa a formação de tioésteres de CoA a partir dos ácidos hidroxicinâmicos (Figura 
1.8). Raes et al (2003) identificaram quatro genes em Arabidopsis, formando duas classes. 
Goujon  et  al  (2003a),  por  outro  lado,  identificaram  apenas  três  cópias  neste  mesmo 
vegetal. Além disso, vários genes semelhantes a 4CL foram identificados em Arabidopsis, 
nove no primeiro trabalho e dois no segundo. Os genes de 4CL foram expressos em quase 
todos  os  tecidos  de  Arabidopsis  estudados.  Dos  quatro,  4CL1  e  4CL2  são  os  mais 
prováveis  de  fazerem  parte  da  rota  de  biossíntese  de  ligninas,  tanto  pelo  padrão  de 
expressão  quanto  pela  presença  de  elementos  AC  no  promotor.  Por  outro  lado,  fica 
bastante evidente a participação de 4CL3 na síntese de flavonóides (Goujon et al., 2003a; 
Raes  et  al.,  2003).  Em  Populus  e  Pinus,  foram  descritos  quatro  e  dois  genes, 
respectivamente (Peter & Neale, 2004). 
 
 
1.2.3.4 Hidroxicinamoil-CoA:chiquimato/quinato-hidroxicinamoiltransferase (HCT) 
 
A HCT é uma das mais novas  enzimas descobertas na síntese dos monolignóis, 
tendo sido isolada apenas de tabaco (Hoffmann et al., 2003). Essa enzima faz parte da 
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família das aciltransferases, envolvida na síntese de diversos metabólitos secundários. A 
análise em Arabidopsis revelou a presença de um único gene. Sua expressão se deu em 
todos  os  tecidos,  porém  mais  fortemente  no  caule.  A  análise  de  seu  promotor  levou  a 
identificação do elemento AC (Goujon et al., 2003a; Raes et al., 2003). 
 
 
1.2.4.5 p-Cumarato 3-hidroxilase (C3H) 
 
Com  a  descoberta  da  HCT,  a  enzima  C3H  teve  seu  posicionamento  na  rota  de 
biossíntese das ligninas alterado (Figura 1.8). Goujon et al (2003a) identificaram apenas 
um gene de C3H em Arabidopsis, enquanto Raes et al (2003) identificaram três cópias 
neste mesmo vegetal. Os genes C3H2 e C3H3 são expressos somente em alguns estádios 
de desenvolvimento do caule de Arabidopsis. O gene C3H1, por sua vez, é expresso em 
todos  os  tecidos  analisados  e  é  o  maior  candidato  em  participar  na  formação  dos 
monolignóis (Goujon et al., 2003a; Raes et al., 2003). C3H não foi detectado ainda em 
Populus, porém existe uma cópia em Pinus (Peter & Neale, 2004). Não há na literatura 
informação de outras espécies onde c3h tenha sido isolado. 
 
 
1.2.3.6 Cafeoil-CoA-O-metiltransferase (CCoAOMT) 
 
A CCoAOMT está envolvida na metilação das diferentes unidades monoméricas 
das ligninas (Figura 1.8). Seu gene já foi isolado de algumas plantas como, por exemplo 
Petroselinum crispum,  Stellaria  longipes e Zinnia elegans  (revisado em  Baucher et al., 
1998). Goujon et al (2003a) encontraram ao todo seis diferentes genes para a CCoAOMT 
em  Arabidopsis,  enquanto  Raes  et  al  (2003)  encontrou  um  a  mais  no  mesmo  vegetal, 
somando sete. Raes et al (2003), partindo de estudos de filogenia, agruparam esses genes 
em duas classes. Desses, CCoAOMT1 é o mais provável integrante da rota. Ele é expresso 
em todos os  tecidos estudados e apresenta o maior  número de marcas de seqüências 
expressas (do inglês, expressed sequence tags ou ESTs), além de apresentar dois elementos 
AC em seu promotor (Goujon et al., 2003a;  Raes et al., 2003). Em Populus, foram 
identificados quatro genes e, em Pinus, somente um (Peter & Neale, 2004). 
 
 
1.2.3.7 Ácido caféico/ácido 5-hidroxiferúlico-O-metiltransferase (COMT) 
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Assim  como  a  CCoAOMT,  a  enzima  COMT  participa  da  metilação  dos 
intermediários da rota (Figura 1.8), sendo o primeiro identificado para essa função. Em 
Populus, sete genes foram descritos, enquanto que, em Pinus, apenas dois (Peter & Neale, 
2004).  Raes  et  al  (2003)  descreveram  a  presença  de  um  gene  apenas  em  Arabidopsis. 
Surpreendentemente, Goujon et al (2003a) relataram a presença de sete genes no mesmo 
vegetal. Porém,  seis  destes genes  apresentaram menos de  50%  de  homologia  com  o 
primeiro gene de COMT originalmente descrito. A seqüência com maior homologia chega 
ao valor de 79% com COMT1. Este gene teve expressão detectada em todos os tecidos 
estudados (Goujon et al., 2003a; Raes et al., 2003). Alguns exemplos de outras plantas de 
onde se isolou o gene da COMT incluem:
 
tabaco, Zea mays (milho), E. gunnii, Prunus 
amygdalus, Zinnia elegans e Medicago sativa (revisado em Baucher et al., 1998). 
 
 
1.2.3.8 Ácido ferúlico-5-hidroxilase (F5H) 
 
A  ação  da  enzima  F5H  ocorre  antes  da  COMT/CCoAOMT,  causando  a 
hidroxilação de seus substratos (Figura 1.8). Em Arabidopsis, dois genes foram isolados e 
ambos apresentam elementos AC em seus promotores. O gene F5H1 é expresso em todos 
os  tecidos,  enquanto  F5H2  é  expresso  mais  fortemente  nos  primeiros  estádios  de 
desenvolvimento do caule (Goujon et al., 2003a; Raes et al., 2003). Populus apresenta uma 
cópia desse gene, enquanto em Pinus nenhuma foi detectada (Peter & Neale, 2004). 
 
 
1.2.3.9 Cinamoil-CoA-redutase (CCR) 
 
A  CCR  é  a  primeira  enzima  realmente  exclusiva  da  rota  de  biossíntese  dos 
monolignóis. Essa enzima é responsável pela redução dos ésteres de hidroxicinamoil-CoA 
em hidroxicinamaldeídos (Figura 1.8). O primeiro cDNA codificando CCR foi isolado de 
E. gunnii (Lacombe et al., 1997), porém, o gene de CCR já foi isolado de várias outras 
espécies incluindo cevada e batata (Larsen, 2004a), falso centeio (McInnes et al., 2002; 
Larsen, 2004b), tomate, álamo, milho (revisado em Boudet et al, 2004), Medicago sativa 
(revisado em Baucher et al., 1998) e E. saligna (Zago, 2001). Em Arabidopsis, dois genes 
foram encontrados. CCR1 foi expresso em todos os tecidos e CCR2 foi expresso em todos 
os tecidos, com exceção de flores, síliquas e dos primeiros estádios de desenvolvimento do 
caule. CCR1 teve 10 vezes mais ESTs do que CCR2 (Goujon et al., 2003a; Raes et al., 
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2003). Aparentemente, CCR1 é o gene envolvido na rota dos monolignóis, enquanto CCR2 
estaria envolvido  na síntese  de outros  compostos, cujo acúmulo levaria ao aumento da 
resistência e defesa contra patógenos (revisado em Boudet, 2000; Lauvergeat et al., 2001; 
revisado em Boudet et al., 2004). 
Nas demais espécies onde o gene ccr já foi estudado, o número de genes nunca 
excedeu a dois (revisado em Boudet et al., 2004). Uma exceção é Populus, onde três genes 
foram achados. Em Pinus, somente  um gene foi descrito (Peter  & Neale, 2004). Em 
Eucalyptus saligna, uma única cópia do gene ccr foi encontrada no genoma (Zago, 2001) e 
a  expressão  acentuada  deste foi  detectada  em  plântulas  de  E.  saligna  tratadas com  luz 
ultravioleta (Zago et al, artigo em preparação). Em E. gunnii, CCR também é codificada 
por um único gene, e a sua expressão foi observada em tecidos lignificados e folhas jovens 
(Lacombe et al., 1997). Assim como Eucalyptus, batata, cevada e falso centeio possuem 
um único gene ccr (McInnes et al., 2002; Larsen, 2004a; Larsen, 2004b). A expressão de 
ccr em falso centeio foi identificada apenas em caule por Larsen (2004b) e a expressão 
constitutiva e em resposta a ferimentos foi detectada por McInnes et al (2002), enquanto 
que em cevada a expressão de ccr foi observada em caule e raízes, e em batata, raízes e 
folhas, e em menor proporção, caule apresentaram expressão deste gene (Larsen, 2004a; 
Larsen, 2004b). 
 
 
1.2.3.10 Álcool cinamílico-desidrogenase (CAD) 
 
CAD é a última enzima envolvida na formação dos monolignóis (Figura 1.8). A 
atividade  de  CAD  foi  observada  pela  primeira  vez  em  Picea  abies  e soja  (Lüderitz  & 
Grisebach, 1981). A purificação desta enzima a partir de tecidos de Eucalyptus levou a 
purificação  de  dois  diferentes  peptídeos,  CAD1  e  CAD2,  cujas  seqüências  não 
apresentaram homologia entre si (Hawkins & Boudet, 1994). Essas enzimas pertencem a 
duas famílias. CAD1 é uma desidrogenase de cadeia curta e CAD2 é uma desidrogenase 
ligadora de zinco. A enzima CAD2 apresenta atividade na forma de dímero, enquanto a 
CAD1 é ativa como monômero. Como a CAD2 catalisa a síntese dos três monolignóis, ela 
é considerada a mais relevante na lignificação (revisado em Boudet, 2000; revisado em 
Boudet et al., 2004). 
O primeiro cDNA codificando CAD foi isolado de tabaco (Knight et al., 1992) e, a 
partir  deste, de  diversas outras  espécies tais  como falso  centeio (Lynch et  al., 2002), 
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Eucalyptus  gunnii,  Eucalyptus  botryoides,  Aralia  cordata,  Medicago  sativa,  Zinnia 
elegans (revisado em Baucher et al., 1998), Eucalyptus saligna (Vom Endt, 1999), arroz 
(Tobias & Chow, 2004) e morango (Blanco-Portales et al., 2002). Como a procura por 
genes  de CAD  em outras espécies  vegetais baseou-se  sempre na  seqüência gênica de 
CAD2,  em  muitas  espécies,  os  atribuídos  genes  de  CAD1  (incluindo  Arabidopsis) 
correspondem, em  verdade, à  seqüência CAD2  de tabaco. Em Arabidopsis, nove genes 
foram descritos.  Todos, exceto CAD2, CAD4  e CAD5, tiveram  expressão em  todos  os 
estádios de desenvolvimento do caule. Em CAD5 e CAD6 apenas, foram encontrados o 
elemento  AC  nos  promotores.  De  todos  os  genes,  CAD2  e  CAD6  são  os  melhores 
candidatos para participarem da rota por se agruparem com CAD original (Goujon et al., 
2003a; Raes et al., 2003). 
Em falso centeio,  Lynch et  al. (2002)  identificaram três genes  cad (LpCAD1, 
LpCAD2 e LpCAD3). Transcritos de LpCAD1 e LpCAD3 foram detectados em tecidos em 
lignificação, enquanto que LpCAD3 foi observado em caule. Em Pinus, apenas um gene 
CAD foi  encontrado,  enquanto  que em Populus, quatro  genes  estão presentes (Peter & 
Neale, 2004). Outro fato interessante, é que Populus apresenta um gene SAD (Li et al., 
2001). Em Eucalyptus saligna, duas cópias do  gene cad foram encontradas no  genoma 
(Vom Endt, 1999; Vom Endt et al., 2000). Forte homologia pode ser observada entre as 
seqüências  cad  de  várias  espécies  lenhosas  (Vom  Endt,  1999;  Vom  Endt  et  al.,  2000; 
revisado em Boudet et al., 2004). 
Com a disponibilidade de dados gerados pelo projeto genoma do arroz, Tobias & 
Chow  (2004)  identificaram  12  genes distintos  codificando  CAD nessa  espécie.  Desses, 
OsCAD2 teve sua expressão associada ao sistema vascular de partes aéreas e com o 
começo da lignificação. 
 
 
1.2.4  Regulação da Rota de Biossíntese das Ligninas e de Seus Genes 
 
Como  já  visto  anteriormente,  as  plantas  acumulam  ligninas  em  diferentes 
proporções nos diferentes tecidos e, além disso, a composição monomérica das ligninas 
pode variar devido a diversos fatores. Como ocorre a regulação dessa diferente deposição 
de ligninas nos tecidos ainda é pouco compreendido, mas diversas informações já estão 
disponíveis. 
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Análises metabólicas e do padrão de expressão dos genes envolvidos na biossíntese 
de ligninas têm gerado diversas informações sobre importantes pontos de regulação da rota 
dos fenilpropanóides. A enzima PAL foi considerada, por  muito tempo, um  importante 
ponto  de  regulação da  biossíntese  dos  fenilpropanóides  devido  à sua  localização  como 
enzima de entrada na rota e ponto de ramificação do metabolismo, no qual a fenilalanina 
poderia  participar  tanto  da  síntese  de  proteínas  como  de  ligninas.  Porém,  estudos  com 
cultura de células em suspensão de Pinus  taeda contradizem este papel da PAL. Essas 
células podem ser induzidas para a produção dos álcoois coniferílico e p-cumarílicos que 
são,  então,  excretados  no  meio.  Nesse  experimento,  cada  metabólito  da  rota  dos 
fenilpropanóides foi quantificado durante a indução da rota dos monolignóis, na presença 
ou  na  ausência  de  fenilalanina  exógena.  O  acréscimo  de  quantidades  crescentes  de 
fenilalanina até sua saturação resultaram no acúmulo intracelular de ácido cinâmico e ácido 
p-cumárico em até 16 e 10 vezes, respectivamente, em relação ao nível basal. Por outro 
lado,  nenhuma  outra  enzima  dessa rota  teve  seu nível  alterado.  Os níveis  dos  álcoois 
coniferílico e p-cumarílicos também foram aumentados em 3 e 26 vezes, respectivamente 
(Anterola et al., 1999). Com isso, conclui-se que pelo menos três pontos são importantes 
no controle  do fluxo da rota  dos fenilpropanóides: o suprimento de fenilalanina e as 
atividades de C4H e C3H (Anterola et al., 1999; revisado em Anterola & Lewis, 2002). 
Além de aumentar os níveis de ácido cinâmico e ácido p-cumárico, o acréscimo de 
fenilalanina causou o aumento da expressão de PAL, 4CL, COMT e CCR, enquanto C3H, 
C4H e CAD foram pouco afetadas (Anterola et al., 2002). Essas informações, em conjunto 
com as geradas no experimento descrito acima, sugerem que C3H e C4H são as únicas 
enzimas com função regulatória (rate limiting) via modulação transcricional, enquanto as 
demais enzimas ajustariam suas taxas de transcrição para acomodar o aumento no fluxo da 
rota.  A  enzima  CAD,  aparentemente,  tem  potencial  redutor  suficiente  e  não  precisaria 
muito  ajuste  adicional  para  se  adequar  ao  aumento  do  fluxo  (revisado  em  Anterola  & 
Lewis,  2002).  Quando  se  acrescentou  às  células  em  cultura  os  ácidos  cinâmico,  p-
cumárico, caféico e ferúlico, não houve o processamento desses compostos, os quais foram 
convertidos  nos  seus  respectivos  glicosídeos.  Isto  sugere  uma  rota  tipo  canal  (channel 
pathway) pela qual  os  substratos  exógenos não  acumulariam  no  lugar correto e  seriam 
desviados ou direcionados para rotas de desintoxicação (Anterola et al., 1999; revisado em 
Anterola & Lewis, 2002). 
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Em uma rota do tipo canal, as enzimas envolvidas estão fisicamente associadas, 
formando um complexo organizado em membranas ou outra estrutura física, ou interagem 
diretamente entre si. Esse tipo de organização gera a canalização dos intermediários da rota 
de uma enzima para a outra, sem que haja a liberação no pool metabólico celular total. A 
canalização permite um controle eficiente do fluxo metabólico e protege intermediários 
instáveis  contra  quebras  não  produtivas  ou  que  esses  acessem  enzimas  de  rotas 
competidoras. Diversas evidências sugerem este tipo de organização na rota de biossíntese 
das ligninas como, por exemplo, (a) a localização de enzimas em membranas ou outras 
estruturas celulares, (b)  os intermediários da rota são  pouco  incorporados  nos  produtos 
finais, (c) a co-precipitação de enzimas consecutivas da rota e (d) interação físicas diretas 
observadas no sistema de dois-híbridos (revisado em Dixon et al., 2001). 
Uma dessas evidências é descrita por Achnine et al (2004). Neste trabalho, plantas 
de tabaco foram transformadas com os genes de PAL e 4CL (enzimas consecutivas na rota 
de biossíntese de  ligninas), fusionados  a  epitopos  ou  à  proteína de  fluorescência verde 
(GFP). Desta forma,  foi  possível observar-se a  co-localização dessas  duas  enzimas nas 
membranas do retículo endoplasmático. 
Contrariando  as  conclusões  acima  apresentadas,  onde  a importância  de  PAL no 
controle da rota de lignificação são colocados em dúvida, Blount et al (2000), analisando 
uma  coleção  de  plantas  transgênicas  portando  o(s)  gene  pal  e/ou  c4h  em  diferentes 
orientações, corrobora a hipótese da regulação de PAL pelo nível de acúmulo de ácido 
cinâmico. Segudno este trabalho, plantas com C4H suprimida têm inibida a atividade de 
PAL, mesmo que o gene correspondente esteja sendo superexpresso. Neste caso, a baixa 
atividade de C4H levaria ao acúmulo de ácido cinâmico que, via retroalimentação, levaria 
à inibição de PAL. 
Os genes de síntese dos monolignóis devem estar sob a ação de um importante 
controle transcricional para que sejam garantidas as suas expressões nos tecidos onde há a 
síntese de ligninas. A análise da seqüência promotora do gene pal de feijão permitiu a 
identificação,  pela  primeira  vez,  de  elementos  AC  como  importantes  seqüências 
regulatórias do tipo cis, necessárias para a expressão apropriada dos genes de biossíntese 
de ligninas (Levya et al., 1992). Estes elementos AC foram posteriormente identificados 
nas regiões promotoras dos genes de 4CL, HCT, C3H, CCoAOMT, CCR e CAD (Raes et 
al., 2003). O elemento AC é uma região rica em adeninas e citosinas chamada de Pal-box, 
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e sua seqüência consenso é CCA(C/A)(A/T)A(A/C)C(C/T)CC (Kawaoka et al., 2000; Raes 
et al., 2003; revisado em Peter & Neale, 2004). Tamagnone et al (1998) demonstraram que 
as regiões Pal-box podem ser ligadas por fatores de transcrição do tipo MYB. Estes autores 
mostraram que plantas  de  tabaco super-expressando  dois  genes  myb  flor-específicos de 
Antirrhinum  apresentaram  a  inibição  de  diversas  enzimas  da  rota  de  biossíntese  das 
ligninas. Estudos de padrão de expressão gênica por microarranjos de DNA mostram que 
diversos genes da família dos fatores de transcrição MYB são super-expressos em tecidos 
de  Arabidopsis  thaliana  em  processo  de  formação  do  xilema  secundário,  fortalecendo, 
assim, a hipótese de que MYBs estariam envolvidos na regulação da formação das ligninas 
(Oh et al., 2003). Yang et al (2001) isolaram outro membro da família MYB a partir de 
anteras de tabaco, demonstrando que  é o  mesmo  é capaz  de ligar o promotor de pal e 
induzir a sua expressão. Porém, a sua participação na regulação da rota de biossíntese de 
ligninas ainda precisa ser testada. 
Kawaoka et al (2000) isolaram de tabaco um outro fator de transcrição capaz de 
ligar o elemento Pal-box em experimentos de retardamento em gel (gel-shift assays). As 
proteínas  descritas  apresentaram  dois  domínios  LIM,  que  são  polipeptídeos  ricos  em 
cisteína, compostos por dedos de zinco separados por dois aminoácidos espaçadores. A 
expressão em orientação anti-senso do gene dessa proteína LIM resultou na supressão dos 
genes  de  PAL,  4CL  e  CAD,  e  em uma  redução  de  até  27%  no  conteúdo  de  ligninas 
(Kawaoka & Ebinuma, 2001). 
É  interessante  notar  que  a  totalidade  dos  genes  codificadores  das  enzimas 
necessárias para a síntese de álcool coniferílico em gimnospermas apresentam o elemento 
AC em suas regiões promotoras, com exceção de C4H. Por outro lado, elementos AC não 
foram  encontrados  nas  regiões  promotoras  dos  genes  de  F5H  e  COMT,  enzimas 
necessárias  para  a  síntese  de  álcool  sinapílico.  Estas  análises  sugerem  um  antigo  e 
conservado sistema de regulação gênica na síntese da unidade G (revisado em Peter  & 
Neale, 2004). 
 
 
1.2.5  Por que Modificar os Teores de Ligninas? 
 
Altos níveis de ligninas são um problema na exploração agro-industrial de várias 
espécies  vegetais,  embora  deva  ser  considerado  que  certos  parâmetros de  composição, 
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quantidade e localização são extremamente importantes para a saúde e o desenvolvimento 
de uma planta normal. As ligninas são um componente indesejável na produção de papel e 
têm  um  efeito  negativo  na  digestibilidade  de  forrageiras. Por  outro  lado,  as  ligninas 
possuem um alto valor calorífico, sendo uma ótima fonte de energia na composição de 
carvão vegetal. 
 Consideráveis custos ambientais e financeiros são necessários à indústria para a 
remoção das ligninas da celulose durante a produção de polpa de madeira e papel (revisado 
em Baucher, et al., 1998; revisado em Merkle & Dean, 2000; revisado em Peña & Seguín, 
2001). A complexa estrutura do polímero composto de ligações éter e carbono-carbono 
entre os monômeros, e as abundantes ligações cruzadas das ligninas a outros componentes 
da parede celular, tornam as ligninas muito resistentes à degradação e à extração (revisado 
em Baucher, et al., 1998). Segundo estudos realizados pelas empresas Klabin-Riocell S.A. 
(hoje Aracruz Guaíba S.A.) e Shell, a redução de 1 % na quantidade de ligninas da madeira 
para uma indústria com capacidade de produção de 300.000 toneladas anuais de celulose e 
papel representaria uma economia de mais de U$ 1.000.000,00 nos custos da produção 
(Eng.  Florestal Teotônio F.  de Assis, comunicação  pessoal). Assim,  enormes esforços 
visando a obtenção de espécies arbóreas com reduzidos teores de ligninas ou com melhor 
qualidade de madeira têm sido despendidos especialmente pelas empresas em programas 
de melhoramento  genético.  O advento das  técnicas de engenharia genética, incluindo  o 
isolamento e a caracterização de genes, a modificação e a manipulação da expressão destes 
e a transgênese vegetal, vieram somar-se a estes esforços, sendo que uma das principais 
estratégias utilizadas para a redução de teores de ligninas nos vegetais é a tecnologia do 
RNA anti-senso (do inglês, antisense RNA ou asRNA; ver adiante). 
A digestão de forrageiras pelos ruminantes é um processo complexo que envolve 
vários aspectos, incluindo a participação de microrganismos presentes no sistema digestivo 
desses  animais. A  presença de  fenilpropanóides,  como as  ligninas,  exercem  um efeito 
negativo  sobre  a  digestibilidade,  dificultando  a  degradação  da  parede  celular  e, 
conseqüentemente, a utilização dos carboidratos (revisado em Baucher et al., 1998). 
A madeira é uma importante fonte de energia que pode ser usada, inclusive, em 
substituição  aos  combustíveis  fósseis.  A  lignina  é  um  composto que apresenta  um  alto 
valor energético, valor  este  maior que  os  dos  demais  constituintes  da  parede  celular 
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vegetal. Portanto, maiores níveis de ligninas na madeira são de extremo interesse na 
produção energia na forma de carvão (revisado em Baucher et al., 1998). 
Como visto anteriormente, existem diversas evidências de que as ligninas estejam 
envolvidas em várias respostas a estresses bióticos e abióticos. Nesse aspecto, o conteúdo 
de ligninas poderia ser  manipulado visando o aumento de  resistência contra diversos 
fatores. 
Além  dos  tópicos  comentados  acima,  a  manipulação  dos  níveis  de  ligninas  nas 
plantas pode ser utilizada em diversas outras áreas. A celulose pode ser degradada para a 
obtenção de açúcar para a produção de bioetanol. A degradação da celulose seria facilitada 
pela menor quantidade de ligninas na parede celular. Além disso, as ligninas podem ser 
utilizadas na produção de novos compostos químicos. Avanços recentes foram obtidos na 
produção  de  aldeídos  aromáticos,  cetonas  e  ácidos  tais  como  vanilina,  acetovanilona  e 
vanilato
 
a partir de ligninas ácido-solúveis por oxidação alcalina, usando íons férrico (Fe
3+
)
 
e cúprico
 
(Cu
2+
) como catalisadores (revisado em Boudet et al., 2003). 
 
 
1.3 Eucalyptus saligna como Modelo de Estudo da Lignificação e 
Importância Econômica 
 
O gênero Eucalyptus (família Myrtaceae) inclui mais de 700 espécies que, somadas 
a  diversos  híbridos  naturais  e  artificiais,  totalizam  mais  de  1.500  formas  distintas. 
Proveniente  da  Austrália,  Nova  Guiné, Indonésia  e  Filipinas,  o  Eucalyptus  é  o  gênero 
arbóreo  de  mais  ampla  distribuição  no  planeta.  Plantações  de  Eucalyptus  estão 
estabelecidas em mais de seis milhões de hectares em quase 60 países. O Brasil detém 
grande  porção  do  total  mundial,  ocupando  o  primeiro  lugar  em  áreas  plantadas 
comercialmente exploradas (Neilson, 2000). Entre as principais características que fazem 
do eucalipto a lenhosa de maior sucesso no mundo está o crescimento rápido em regiões 
tropicais e subtropicais e a vasta aplicabilidade de sua madeira (FAO, 2003). O principal 
uso da madeira do eucalipto no Brasil está na indústria de celulose e papel e, em segundo 
lugar, na produção de carvão vegetal para as indústrias siderúrgica e fumageira. Outras 
utilidades importantes desta madeira estão na produção de tábuas para a construção civil, 
postes, serragem para aglomerados e, por meio de sua destilação, para a obtenção de óleos 
essenciais e diversos solventes/combustíveis orgânicos como o metanol (FAO, 2003). 
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Entre  as  espécies  de  Eucalyptus  exploradas  industrialmente  no  Brasil  para  a 
produção de papel e pasta de celulose destacam-se E. saligna, E. grandis, E. dunnii e E. 
globulus. A  variabilidade natural que ocorre nos  teores de ligninas da  madeira  nestas 
espécies inclui índices de 21 a 22 % em E. globulus, de 25 a 26 % em E. saligna e E. 
dunnii,  e  de 25,5  % em  E.  grandis (Eng. Florestal  Teotônio  F.  de  Assis, comunicação 
pessoal). Tal variabilidade, observada por melhoristas de diversas empresas de celulose e 
papel ao redor do mundo, tem despertado o interesse biotecnológico em se obter espécies 
arbóreas cujas características combinem o rápido crescimento volumétrico ao baixo teor de 
lignina na madeira para a produção de celulose e papel. Pelos baixos índices de lignina 
depositada, E. globulus seria a espécie de escolha para este fim, porém seu cultivo encontra 
dificuldades em todo o Brasil. E. grandis, uma das espécies de mais rápido crescimento 
volumétrico, possui um alto índice de ligninas e uma baixa densidade de celulose na região 
do  Rio  Grande  do  Sul.  E.  saligna  e  E.  dunnii,  finalmente,  são  as  espécies  mais 
crescentemente  exploradas  para  a  produção  de  celulose  e  papel  no  Estado,  por 
apresentarem  um  bom  crescimento  volumétrico,  boa  adaptabilidade  à  região  Sul  e  alta 
densidade de celulose na madeira. A maior restrição ainda encontrada pelas indústrias a 
estas espécies está nos índices elevados de ligninas de sua madeira (revisado em Mora & 
Garcia,  2000).  Portanto,  a  redução  dos  teores  de  ligninas  em  E.  saligna  e  E.  dunnii  a 
valores comparáveis aos naturalmente encontrados em E. globulus teria grande impacto na 
produtividade e qualidade da celulose produzida nos Estados sul-brasileiros. 
 
 
1.4 Princípios da Inibição da Expressão Gênica por RNA Anti-
senso 
 
A inibição da expressão gênica por  asRNA ocorre naturalmente  em  certos tipos 
celulares e se baseia no pareamento de bases nitrogenadas, geralmente do tipo Watson-
Crick, de uma fita de RNA complementar com o seu RNA-alvo. Para tanto, a fita anti-
senso, transcrita em  sentido contrário ao  da fita-alvo,  deve  possuir uma  seqüência de 
nucleotídeos complementar à fita do RNA-alvo. Esta cinética de anelamento obedece às 
etapas seqüenciais como a formação de um pré-complexo, a formação de um complexo 
base-específico e a formação do RNA de dupla-fita (do inglês, double-stranded RNA ou 
dsRNA). Na primeira etapa, não há interações seqüência-específicas, ocorrendo um pré-
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equilíbrio  em  que  a  dissociação  e  a  reassociação  das  fitas  de  RNA  ocorre  em  alta 
freqüência (microcolisões). Uma vez constituído o pré-complexo, este pode dar origem ao 
complexo  base-específico  por  meio  de  interações  base-específicas  entre  as  fitas, 
envolvendo  pareamentos  do  tipo  Watson-Crick  e/ou  interações  não-canônicas 
(pareamentos  não-usuais).  O  complexo  base-específico  pode  tanto  regenerar  o  pré-
complexo quanto prosseguir com o pareamento entre as bases e formar uma molécula de 
dsRNA (Sczakiel, 1997; revisado em Jen & Gewirtz, 2000). 
A tecnologia  do asRNA emprega esse princípio de  pareamento de  bases entre 
moléculas  de  RNA  complementares  para  inibir  a  expressão  gênica  em  organismos 
geneticamente modificados.  Assim,  a  seqüência  de  DNA  de  um  determinado  gene  é 
isolada e, por meio do emprego de endonucleases e de DNA-ligases, a seqüência estrutural 
do  gene  é  posicionada  de  forma  invertida  em  relação  às  seqüências  promotora  e 
terminadora. Esta  construção  recombinante  é introduzida  na  célula  por transformação 
genética e o produto da sua transcrição será uma molécula de asRNA complementar à fita 
de RNA-alvo, como ilustrado na Figura 1.9. 
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Figura  1.9:  Pareamento  de  bases  entre  cadeias  de  RNA  senso  (alvo)  e  anti-senso.  As 
caixas em verde representam as seqüências promotoras; as caixas em azul representam as 
seqüências terminadoras; as caixas amarelas indicam as regiões estruturais (transcritas) dos 
genes (Extraído de Kern, 2000). 
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Figura 1.10: Destinos do dúplex asRNA/RNA-alvo em uma visão simplificada das rotas 
de supressão da expressão gênica mediada por asRNA. Na parte superior da figura está 
representada a ação das ribonucleases simples-fita-específicas (do inglês, single-stranded-
specific ribonucleases ou ssRNases); na parte central da Figura está a modificação química 
das bases; e, finalmente, na porção inferior, está ilustrado o bloqueio da tradução. (dsRNA) 
RNA dupla-fita. (ssRNA) RNA simples-fita (Adaptado de Nellen & Sczakiel, 1996). 
 
 
Uma  vez  formado o  dúplex  de  RNA  após o  anelamento  entre  o  RNA-alvo  e  o 
asRNA,  muitas  vias  de  interferência  sobre  a  atividade  biológica  do  RNA-alvo  existem 
(Figura 1.10), podendo agir em nível de transcrição, de processamento, de translocação ou 
de tradução. 
Conforme ilustrado na Figura 1.11, a expressão de um asRNA em uma célula pode 
afetar o  gene-alvo  pelos  seguintes  processos:  (a)  degradação  parcial  e  específica  das 
regiões  de  simples-fita  do  dúplex  por  RNases  que  reconhecem  estas  regiões;  (b) 
modificações  químicas  das  bases  do  dúplex  por  meio  de  desaminases,  o  que  leva  à 
separação das fitas do dúplex; (c) bloqueio da tradução pela formação de regiões pareadas 
estáveis entre as fitas de RNA ou mudanças das estruturas locais dentro do RNA-alvo, por 
meio  da  formação  do  dúplex;  (d)  desestabilização  da  estrutura  do  RNA-alvo  como 
conseqüência  da  formação  do  dúplex,  pois  o  dsRNA  pode  ser  substrato  para  uma 
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ribonuclease  (RNase)  que  hidrolisa  regiões de  dupla-fita  (Baulcombe,  1996;  Kawasaki, 
1996; Nellen & Sczakiel, 1996; revisado em Kumar & Carmichael, 1998; revisado em Jen 
& Gewirtz, 2000; revisado em Kurreck, 2003; Lee & Roth, 2003). 
 
   
Figura 1.11: Os alvos para a ação do asRNA. Representação esquemática dos possíveis 
alvos  do  asRNA  para  a  inibição  da  expressão  gênica  (modificado  de  Kawasaki  et  al., 
1996). 
 
 
Além dos  possíveis  destinos  comentados  acima,  a  molécula de  dsRNA  formada 
pelo RNA endógeno e pelo asRNA poderia ativar a via de silenciamento por interferência 
de RNA (do inglês, RNA interference ou RNAi). Por esta via, moléculas de dsRNA são 
degradadas  em  pequenas  moléculas  de  dsRNA  de  aproximadamente  21  nucleotídeos, 
conhecidos como pequenos  RNAs interferentes (do  inglês, small interfering RNAs ou 
siRNA). Essas moléculas são, então, incorporadas por um complexo contendo nucleases 
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chamado complexo de silenciamento de  RNAi (do inglês RNAi  silencing complex  ou 
RISC), que  degrada  RNAs  mensageiros  complementares  ao  siRNA  que  faz parte  do 
complexo (Figura 1.12; revisado em Tijsterman et al., 2002; revisado em Waterhouse & 
Helliwell, 2003). 
 
 
 
   
 
Figura 1.12: Modelo do silenciamento gênico mediado por RNAi (extraído de Waterhouse 
& Helliwell, 2003). 
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1.5 Manipulação Transgênica do Teor e/ou Composição de 
Ligninas em Plantas 
 
Devido à importância econômica já referida das ligninas, vários estudos têm focado 
a modificação dos seus teores ou composições em plantas por meio da técnica de asRNA. 
Várias enzimas da rota de biossíntese de monolignóis já foram alvo de supressão de suas 
atividades. Sewalt et  al. (1997) e Korth  et al. (2001)  obtiveram por asRNA,  plantas 
transgênicas de tabaco com a atividade da enzima PAL suprimida, respectivamente, em até 
85% e >98% nos  caules,  resultando  em  uma  diminuição  de  52%  e  70%  nos  níveis  de 
ligninas. Porém, a redução  da expressão  de PAL  resultou  em  um  número  de  fenótipos 
aberrantes  não  usuais,  incluindo  crescimento  reduzido,  morfologia  celular  alterada, 
reduzida viabilidade do  pólen,  morfologia  foliar  alterada,  modificações  no  padrão de 
acumulação de  produtos do metabolismo secundário e  maior suscetibilidade ao  fungo 
patogênico  Cercospora  nicotianae  (Elkind  et  al.,  1990;  Bate  et al.,1994;  Maher et  al., 
1994). 
A  expressão  de  CH4  foi  suprimida  em  plantas  transgênicas  de  tabaco  pela 
introdução de uma seqüência codificadora  de  CH4 de classe  I de  alfafa  (Sewalt  et  al., 
1997) e CH4 de classe II do feijão francês (Blee et al., 2001), ambos em orientação anti-
senso (os dois  genes apresentam aproximadamente  60% de similaridade  entre si). No 
primeiro caso, CH4 teve sua atividade reduzida em 76%, o que resultou na diminuição de 
63%  do  conteúdo  de  ligninas,  com  diminuição  da  proporção  das  unidades  S/G. 
Similarmente, Blee et al. (2001) obtiveram uma redução de 90% na atividade de CH4 e de 
27% no conteúdo de ligninas, que também apresentou diminuição na proporção S/G. 
Tabaco (Dwivedi et al.,  1994;  Ni et al., 1994), álamo (Van Doorsselaere  et al., 
1995) e alfafa (Guo et al., 2001) tiveram a atividade da COMT reduzida por asRNA. Nas 
três  espécies,  houve  uma  drástica  redução da  proporção  S/G  e  o aparecimento de  um 
composto fenólico  não  usual  no polímero, 5-hidroxiguaiacil (5OHG).  Este composto já 
havia sido detectado antes em alguns mutantes (revisado em Baucher et al., 2003). 
A  supressão  de  CCoAOMT  por  asRNA  levou  à  uma  diminuição  dos  níveis  de 
ligninas de 12-50% em tabaco (Zhong et al., 1998; Pinçon et al., 2001a), alfafa (Guo et al., 
2001; Marita et al., 2003) e um híbrido de álamo (Populus tremula x Populus alba; Zhong 
et al.,  2000).  Em  tabaco  e  álamo,  além  da  diminuição  dos  teores  de  ligninas,  houve  o 
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aumento  da  proporção  S/G.  Ao  contrário  de  álamo,  onde  não  se  observou  defeitos  no 
crescimento e na morfologia, tabaco apresentou uma série de anormalidades como parede 
dos vasos colapsadas e desenvolvimento floral alterado. 
A 4CL teve  sua  expressão  alterada  por  asRNA em tabaco (Kajita  et  al.,  1996), 
Arabidopsis (Lee et al., 1997) e álamo (P. tremuloides; Hu et al., 1999; Li et al., 2003). 
Em seu trabalho, Hu et al. (1999) obtiveram plantas transgênicas de álamo com redução de 
mais de 45% de ligninas. Somado a este resultado, um surpreendente aumento de cerca de 
15% de celulose foi também observado, mantendo constante a soma da massa ligninas-
celulose, sugerindo uma regulação compensatória entre os dois polímeros. Entretanto, não 
foram observadas mudanças estruturais nos polímeros de ligninas. Além disso, Hu et al. 
(1999) observaram, ainda, um crescimento substancialmente aumentado de caules, folhas e 
raízes devido, provavelmente, a uma maior disponibilidade de carbono para o metabolismo 
primário dos vegetais. 
Embora existam alguns resultados animadores, as enzimas do metabolismo geral 
dos fenilpropanóides não são consideradas bons alvos para a manipulação específica da 
síntese dos monolignóis, uma vez que outras funções biológicas podem ser adversamente 
afetadas.  Assim,  outras duas  enzimas,  CCR  e  CAD,  catalisadoras  dos  passos  finais  da 
conversão dos derivados do ácido cinâmico a monolignóis, são alvos mais específicos para 
a manipulação dos precursores das ligninas. Em tabaco (Piquemal et al., 1998; Ralph et al., 
1998) e Arabidopsis (Goujon et al., 2003b), a supressão de CCR por asRNA levou a uma 
redução de  aproximadamente 50% nos  níveis de ligninas.  Em  tabaco,  a proporção S/G 
aumentou  e  foi  observada  uma  coloração  marrom-alaranjada  no  xilema  devido, 
provavelmente, à incorporação de intermediários como ácido ferúlico e sinápico. A parede 
secundária de fibras e vasos foi a mais afetada, especialmente a camada S2 (Chabannes et 
al., 2001b).  Em A.  thaliana, a  inibição de ccr resultou  na diminuição dos  teores de 
ligninas.  Porém,  acarretou  o  comprometimento  do  crescimento,  embora  melhorias  na 
digestibilidade da parede celular tenham também sido observadas (Goujon et al., 2003b). 
Plantas transgênicas com atividade de CAD reduzida foram produzidas com tabaco 
(Halpin et al., 1994; Hibino et al., 1995; Stewart et al., 1997; Yahiaoui et al., 1998), com o 
híbrido de álamo P. tremula x P. alba (Baucher et al., 1996) e com alfafa (Baucher et al., 
1999). Plantas com supressão na expressão de cad são caracterizadas por uma coloração 
avermelhada no  xilema, um  acúmulo de  aldeídos  nas  ligninas  e  maior  proporção  de 
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ligações do tipo β-O-4. Tal modificação estrutural tornou as ligninas mais suscetíveis a 
tratamentos com energia térmica ou ataque químico, o que diminui o consumo de reagentes 
e insumos, assim como a quantidade de resíduos produzidos pela indústria. Recentemente, 
foram  obtidas  plantas  transgênicas  do híbrido  de  eucalipto  E. grandis  ×  E.  urophylla, 
apresentando redução da atividade na enzima CAD por meio do emprego do gene dessa 
enzima  em  orientação  anti-senso.  As  plantas  geradas,segundo  os  autores,  estão  em 
avaliação quanto ao sucesso na redução ou modificação nos teores de ligninas (Tournier et 
al., 2003).
 
Além das enzimas envolvidas na biossíntese dos fenilpropanóides/monolignóis, 
tentativas de se reduzir os teores de ligninas em plantas têm sido feitas pela manipulação 
de enzimas responsáveis pela montagem das ligninas, isto é, no transporte de monolignóis 
para a parede celular e na polimerização das ligninas. O cDNA completo referente ao gene 
de uma peroxidase de tabaco, enzima envolvida na oxidação de monolignóis anterior à 
montagem das ligninas, foi usado para a transformação de tabaco utilizando a tecnologia 
do asRNA. As plantas resultantes apresentaram redução no conteúdo de ligninas e apenas 
pequenas mudanças fenotípicas foram observadas, quando comparadas com plantas de tipo 
selvagem, como alterações nas folhas e nas flores (Blee et al., 2003). 
Também  existem  trabalhos  onde  mais  de  um  gene  da  via  de  lignificação  foi 
alterado. As supressões simultâneas de CCR e COMT (Chabannes et al., 2001a), assim 
como  de  CCR  e  CAD  (Pinçon  et  al.,  2001b)  em  tabaco,  resultaram  na  diminuição  do 
conteúdo de lignina. No primeiro caso, um menor comprometimento no crescimento foi 
observado do que quando somente a inibição de ccr foi efetuada. No segundo caso, um 
fenótipo normal foi  descrito. Estudos  mais detalhados das plantas com CCR e CAD 
suprimidas  simultaneamente  mostrou  que  a  diminuição  do  conteúdo  de  ligninas  foi 
desigual nos diferentes tecidos, afetando mais as paredes secundárias de fibras (Chabannes 
et  al.,  2001b).  A  supressão  combinada  de  4CL  com  a  superexpressão  de  F5H  levou  à 
redução dos teores de ligninas e ao aumento de celulose e da proporção S/G (Li et al., 
2003). A supressão simultânea de COMT e CCoAOMT em tabaco (Zhong et al., 1998) e 
alfafa (Guo et al., 2001) resultaram em efeitos combinatórios ou aditivos, em relação aos 
fenótipos apresentados pelas plantas com somente uma das enzimas suprimidas. 
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1.6 Considerações finais 
 
Apesar de existir um bom número de trabalhos visando a modificação dos índices 
de ligninas em plantas, ainda existe a necessidade de adequação dessa tecnologia para a 
realidade do nosso Estado, ou seja, a obtenção de plantas de E. saligna (e E. dunnii) com 
os teores de ligninas mais adequados para a produção de celulose. Além disso, não há na 
literatura registro da utilização de seqüências genômicas das enzimas da rota de biossíntese 
de ligninas objetivando a modificação do conteúdo desse polímero em plantas via asRNA. 
Visando tais objetivos, nosso laboratório isolou e caracterizou as seqüências genômicas 
codificadoras das enzimas CCR (Zago, 2001) e CAD (Vom Endt, 1999) de E. saligna, e 
construiu um cassete de expressão contendo o gene cad nas orientações senso e anti-senso 
sob o controle do promotor do RNA 35S do vírus do mosaico-da-couve-flor (CaMV 35S) e 
o terminador da nopalina sintase (Kern, 2000). 
A seqüência genômica codificadora de CAD de E. saligna apresenta cinco éxons 
alternados por quatro íntrons, resultando em uma seqüência com 2259 pb. A união dos 
éxons gera um mRNA de 1071 pb, que é traduzido em uma proteína com 356 aminoácidos 
(Vom Endt, 1999; código de acesso no GenBank: AF294793). Em tabaco, apenas duas 
seqüências codificadoras de CAD (correspondendo ao cDNA) foram isoladas (Knight et 
al., 1992; código de acesso no GenBank: X62343 e X62344). Essas seqüências possuem 
1398 e 1419 pb, e ambas codificam proteínas com 357 aminoácidos. As duas seqüências 
são clones  de CAD2  (ver  seção  1.2.3)  e  apresentam 96%  de homologia  entre si.  O 
alinhamento dessas seqüências com a seqüência correspondente ao cDNA de CAD de E. 
saligna mostra uma homologia de 75%. 
A seqüência genômica de CCR de E. saligna isolada por Zago (2001; código de 
acesso no GenBank: AF297877) é composta por cinco éxons e quatro íntrons. Possui um 
mRNA  de 1011  pb  codificando  uma proteína  com 336  resíduos.  No GenBank,  existe 
apenas uma seqüência referente ao gene de CCR de tabaco (código de acesso no GenBank: 
A47101;  seqüência  não  publicada).  Essa  seqüência  é  originada  do  mRNA  de  CCR 
(cDNA), apresenta 1293 pb e a proteína formada possui 338 aminoácidos. O alinhamento 
de ambas as seqüências mostra uma homologia de 71%. 
Como  visto,  as  ligninas  exercem  uma  função  muito  importante  para  o 
desenvolvimento de plantas normais e saudáveis. Por isso, a modificação dos teores de 
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ligninas devem ser conduzidos de maneira que não haja prejuízos no valor adaptativo das 
plantas. Os trabalhos existentes obtiveram plantas que apresentam grandes reduções nas 
atividades  enzimáticas  das  enzimas  da  rota  de  lignificação,  resultando  em  diversas 
ocasiões, em  fenótipos anormais  e  não  desejáveis  para  um  produto  biotecnológico.  Por 
isso, seria interessante a adaptação da tecnologia de asRNA visando uma regulação mais 
fina. Isso poderia ser alcançado, por exemplo, com o uso de promotores tecido-específicos 
e seqüências transgênicas com menor homologia ao DNA endógeno. Esse trabalho propõe 
a utilização de seqüências genômicas heterólogas para promover uma alteração mais sutil 
nos teores de ligninas, de modo que, diminua os efeitos negativos que por ventura possam 
surgir,  e  ao  mesmo  tempo  as  plantas  geradas  sejam  um  produto  de  interesse 
biotecnológico. 
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2  Objetivos 
 
 
Testar as seqüências genômicas de CCR e CAD de E. saligna, em orientação anti-
senso e senso, quanto à capacidade de alterar o padrão de expressão gênica de cad e ccr, as 
características morfo-histológicas e os teores de ligninas em plantas transgênicas de tabaco 
(Nicotiana tabaccum). 
 
 
2.1 Objetivos Específicos: 
 
•  Construção dos cassetes de expressão contendo o gene ccr em orientações 
senso e anti-senso sob o controle do promotor CaMV 35S; 
•  Obtenção dos vetores binários portando os cassetes de expressão de ccr e 
cad em orientações senso e anti-senso; 
•  Geração de plantas transgênicas de tabaco, transformadas com ccr e cad em 
orientações senso e anti-senso; 
•  Análise das plantas quanto ao estado transgênico, ao número de cópias dos 
transgenes  integradas  no  genoma,  à  expressão  dos  genes  alvos,  às 
modificações dos  aspectos  histo-morfológicos,  aos níveis  de ligninas,  e 
quanto ao fenótipo geral. 
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3  Material e Métodos 
 
Os  procedimentos  de  quantificação  e  avaliação  da  qualidade  do  DNA  extraído, 
assim  como  os  protocolos  de  clivagem  do  DNA  com  enzimas  de restrição,  ligação  de 
fragmentos  a  vetores  plasmidiais,  preparação  de  células  competentes  de  E.  coli  DH5α, 
transformação  genética  de  E.  coli  DH5α  por  choque  térmico  e  eletroporação, 
(mini)preparação  de  DNA  plasmidial,  eletroforese  de  DNA  em  gel  de  agarose, 
visualização de ácidos nucléicos e preparação de meios bacteriológicos foram conduzidos 
essencialmente de acordo com Sambrook & Russel (2001). Os mapas de todos os vetores 
utilizados  e  construídos  neste  trabalho  encontram-se  nos  anexos.  Enzimas  de  restrição, 
ligação,  desfosforilação  e síntese  de  DNA  foram  adquiridas  dos  fabricantes  Invitrogen, 
Amersham Biosciences, Biolabs, Fermentas ou CENBIOT Enzimas. 
 
 
3.1 Obtenção das construções senso e anti-senso dos genes cad e 
ccr de Eucaliptus saligna 
 
 
3.1.1  Geração dos cassetes de expressão contendo fragmentos do gene ccr em 
orientação senso e anti-senso 
 
Zago (2001), visando isolar e caracterizar a seqüência completa do gene ccr de E. 
saligna, amplificou por PCR e seqüenciou cinco fragmentos a partir do DNA genômico 
deste vegetal, sendo que a união dos fragmentos ccr286, ccr1600 e ccr1400 representam a 
seqüência  completa  do  gene  (Figura  3.1).  No  presente  trabalho,  foram  utilizados  os 
fragmentos ccr1600 e ccr1400, de aproximadamente 1.600 e 1.400 pb, respectivamente, 
visto que  ambos, isoladamente, correspondem à  metade do  gene aproximadamente e, 
juntos, representam virtualmente a totalidade de ccr. Ambas as seqüências foram ligadas 
no sítio de SmaI do vetor pUC18, no sentido anti-senso (Anexos II e III; Zago, 2001). 
Além disso, com a união de ccr1600 com ccr1400, foi possível gerar uma seqüência que 
representa  a  quase  totalidade  do  gene, que  foi  chamada  de  ccr2800  (Anexo  X;  este 
trabalho, veja adiante). 
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Figura  3.1:  Figura  esquemática  dos  fragmentos  genômicos  do  gene  ccr  de  E.  saligna 
amplificados  por  PCR,  clonados  em  pUC18  e  seqüenciados  por  Zago  (2001).  Os 
fragmentos foram designados pelas iniciais CCR seguidas do tamanho de cada fragmento 
em pb (extraído de Zago, 2001). 
 
 
Para a montagem dos cassetes de expressão contendo os diferentes fragmentos de 
ccr em  ambas  as  orientações, as seqüências foram  transferidas do  vetor pUC18  para o 
plasmídeo pMOG463 (Mogen; Anexo XI). Este plasmídeo apresenta o promotor do gene 
codificador do RNA 35S do Vírus do Mosaico da Couve-flor (CaMV 35S), sítio de 
restrição  paras  as  endonucleases  EcoRV e  BamHI,  seguido  do  terminador  da  nopalina 
sintase (nos) de A. tumefaciens, além do gene de resistência à ampicilina. 
Para  a  construção  dos  plasmídeos  pMOG463::ccr1600senso/anti-senso,  o 
fragmento  ccr1600 foi removido do vetor pUC18::ccr1600 utilizando-se a enzima SalI. O 
fragmento  gerado  foi  submetido  a  uma  reação  com  o  fragmento  de  Klenow  da  DNA-
polimerase  I de  E.  coli  na  presença de  desoxirribonucleotídeos  (dNTPs),  de  modo  a 
preencher  as  extremidades  3’  sobresselentes  formadas  pela  clivagem  com  SalI.  Em 
seguida, o fragmento foi ligado ao vetor pMOG463 clivado com EcoRV e desfosforilado 
com fosfatase alcalina de camarão (SAP). Para confirmar a presença e a orientação dos 
insertos,  os  plasmídeos recombinantes  foram  clivados  com  as  enzimas BglII  e  BamHI 
(Anexos VIII e IX). 
A  construção  do  vetor  pMOG463::ccr1400senso/anti-senso  foi  realizada  como 
descrito a seguir. O vetor pUC18::ccr1400 foi clivado com HindIII e KpnI. Para preencher 
Exon 1  Exon 2   Exon 3  Exon 4   Exon 5
CCR286
CCR1400
CCR1600
CCR1500
CCR200
Exon 1  Exon 2   Exon 3  Exon 4   Exon 5
CCR286
CCR1400
CCR1600
CCR1500
CCR200
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as  extremidades  sobresselentes  formadas  pela  clivagem  (5’  e  3’  sobresselentes, 
respectivamente), os fragmentos gerados foram incubados inicialmente com a enzima T4 
DNA-polimerase e, em seguida, foi acrescentada a enzima Klenow na presença de dNTPs. 
Os  produtos  desta  reação  foram  ligados  em  pMOG463  clivado  com  EcoRV  e 
desfosforilado  com  SAP.  A  presença e  orientação  dos  insertos  foram  confirmadas  pela 
clivagem dos plasmídeos recombinantes com BamHI (Anexos VI e VII). 
A obtenção de  ccr2800  foi  realizada pela  ligação  de ccr1600  diretamente  em 
pMOG463::ccr1400anti-senso, dando origem ao plasmídeo pMOG463::ccr2800anti-senso. 
Inicialmente, foi  feita  a  restrição  de  pUC18::ccr1600  com  BamHI e SalI.  O  fragmento 
resultante foi ligado ao vetor pMOG463::ccr1400anti-senso clivado com BamHI e SalI. A 
confirmação da clonagem foi realizada clivando-se os plasmídeos recombinantes com 
EcoRI e XhoI (Anexo X). 
 
 
3.1.2  Transferência dos Cassetes de Expressão CaMV 35S:ccr/cad:nos de 
pMOG463 para o Vetor Binário pCAMBIA2300 
 
Além  das seqüências  descritas  acima, também  foi  utilizada  nesse trabalho uma 
seqüência genômica codificadora de CAD isolada de E. saligna (Vom Endt, 1999). Essa 
seqüência  foi  ligada  a  pMOG463  nas  orientações  senso  e  anti-senso  por  Kern  (2000), 
originando os plasmídeos pMOG463::cadsenso/anti-senso (Anexos IV e V). 
Visando  a  transformação  genética  de  plantas  mediada  por  Agrobacterium,  os 
cassetes de expressão contendo o gene cad ou os fragmentos de ccr nas orientações senso 
ou  anti-senso  foram  transferidos  de  pMOG463  para  o  vetor  binário  pCAMBIA2300 
(CAMBIA; Anexo XII). Esse plasmídeo caracteriza-se pela presença das bordas esquerda e 
direita  do T-DNA.  Dentro dessa  região, encontra-se  o gene  para resistência  vegetal à 
canamicina e um sítio de multiclonagem dentro do gene lacZ, possibilitando a seleção de 
colônias azuis/brancas para produtos parentais/recombinantes, respectivamente. 
Os cassetes de expressão foram liberados do plasmídeo pMOG463 pela clivagem 
desse vetor com a enzima SacI. Como o gene cad contém em sua seqüência um sítio de 
clivagem para essa enzima, foi necessária uma clivagem parcial para a liberação do cassete 
de expressão na  sua integridade. Os demais  fragmentos  contendo ccr foram  clivados 
normalmente. Os fragmentos gerados foram ligados ao vetor pCAMBIA2300 clivado com 
SacI  e  desfosforilados  com  SAP.  A  confirmação  e  a  orientação  da  clonagem  foram 
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realizadas  com  enzimas  de restrição  e  por seqüenciamento  automático,  utilizando-se  o 
oligonucleotídeo iniciador (primer) NOSREV (Tabela 3.1), específico ao terminador nos, e 
primers específicos aos genes ccr (CCR1900REV, CCREXON4FOR) e cad (cadInt3For) 
descritos em Zago (2001) e Vom Endt (1999), respectivamente. Os plasmídeos positivos 
resultantes estão ilustrados nos Anexos XIII ao XIX. 
 
Tabela 3.1: Oligonucleotídeos utilizados nas PCRs das plantas regeneradas e nas reações 
de seqüenciamento dos vetores construídos. 
 
Primers  Seqüências (5’-3’) 
35SFOR  AACATGGTGGAGCACGACAC 
 
NOSREV  CCCCGATCGTTCAAACATTTGG 
CadInt3For  GTGGGCATCCTTTG 
CADREV  CCAACCCTCCAAGCCCC 
CCR300FOR  GTGCGAGGAACCGTCAGGAACCCA 
CCREXON4FOR
 

TGCTCGTGCTTGGACCGCTCC 
CCR1900REV  TACTCAGGGAAGAACTTGGCAAGGAT
 

 
 
3.2 Transformação  Genética  de  Nicotiana  tabacum  por 
Agrobacterium tumefaciens 
 
 
3.2.1  Transferência das Construções em Vetores Binários para A. tumefaciens 
 
Os vetores binários possuindo os genes cad e ccr1600 nas orientações senso e anti-
senso foram transferidos para A. tumefaciens por meio de conjugação triparental (Lacorte 
&  Romano,  1998).  Para  isso,  foram  realizadas  culturas  líquidas  independentes  das 
linhagens  de  E.  coli  DH5α  (doadora  dos  referidos  plasmídeos)  e  HB101::pRK2013 
(receptora intermediária  ou  helper  strain)  a  37°C,  com  agitação  por  12-18  h,  em  meio 
Luria Broth (LB, Sambrook & Russel 2001) contendo canamicina a 50 mg/L. Volumes de 
100 µL de cada cultura de E. coli DH5α, somados a 100 µL da cultura da helper strain, 
foram  reunidos  a  100  µL  de  uma  cultura  de  A.  tumefaciens  LBA4404  multiplicada 
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previamente em meio LB contendo rifampicina a 50 µg/mL, a 28°C e com agitação por 
dois  dias.  A  mistura  das  três  culturas  foi  distribuída  em  meio  LB  sólido  (1,5%  ágar), 
incubando-se as placas a 30°C por 12-18 h. Os microrganismos assim cultivados foram 
transferidos para meio LB sólido acrescido de canamicina (50 µg/mL) e rifampicina (50 
µg/mL) visando a seleção de A. tumefaciens contendo os plasmídeos binários de interesse. 
As construções contento ccr1400 senso/anti-senso e ccr2800 anti-senso foram transferidas 
diretamente  para  A.  tumefaciens  por  choque-térmico,  conforme  descrito  em  Lacorte & 
Romano (1998). 
 
 
3.2.2  Transformação Genética de N. tabacum via A. tumefaciens 
 
A transformação genética de discos de folhas de tabaco foi realizada de acordo com 
o protocolo estabelecido por Horsch et al. (1991), com pequenas modificações. Cerca de 
100  discos  de  folhas  foram  infectados  com  uma  cultura  em  fase  estacionária  de  A. 
tumefaciens LBA4404 contendo os vetores pCAMBIA2300 com as respectivas contruções 
de  cad  e  ccr.  Após  as co-culturas,  os  discos  foliares  foram  transferidos  para  meio  de 
Murashige & Skoog (MS, Murashige & Skoog, 1962) contendo sacarose a 3%, Phytoagar 
(Duchefa)  a  0,85%,  os  reguladores  de  crescimento  ácido  naftalenoacético  (ANA, 
Gibco.BRL)  a  0,1  mg/mL  e  6-benzilaminopurina  (BAP,  Gibco.BRL)  a  1  mg/mL,  o 
antibiótico  seletor  canamicina  a  50  mg/L  e  os  antibióticos  para  a  eliminação  das 
agrobactérias vancomicina (100 mg/L) e cefotaxima (100 mg/L). As plântulas regeneradas 
a partir dos discos foliares foram transferidas para frascos isolados contendo o meio MS 
sólido  completo acrescido dos  antibióticos  cefotaxima,  vancomicina  e canamicina,  nas 
concentrações  acima  referidas.  Segmentos  de  entre-nós  das  plantas  enraizadas  foram 
transferidos para novos meios mais duas vezes, para garantir a completa eliminação das 
agrobactérias.  As  plantas  regeneradas  foram  transferidas,  então,  para  copos  plásticos 
contendo vermiculita por dez dias para adaptação e, em seguida, transferidas para vasos 
contendo uma mistura de vermiculita:terra (1:1) onde ficaram até o final dos experimentos. 
Apesar de florescerem e gerarem sementes, todas as análises foram realizadas com plantas 
da primeira  geração (T
0
). As  condições de cultivo incluíram  fotoperíodo de 16 h  luz 
temperaturas de 28°C. Todas as culturas de tabaco transgênico em solo foram realizadas na 
câmara  de  cultura  vegetal  do  Departamento  de  Genética,  Instituto  de  Biociências  da 
UFRGS, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Maria Helena Bodanese Zanettini. 
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3.3 Análise das Plantas Transgênicas e Plantas-controle 
 
 
3.3.1  Detecção de transgenes por PCR 
 
DNA  total  das  plantas  transgênicas  regeneradas  e  plantas-controle  (não 
transformadas) foi extraído de folhas frescas conforme descrito em Doyle & Doyle (1987). 
O DNA isolado foi usado como  molde em PCRs utilizando-se, primeiramente, primers 
específicos  às  regiões  regulatórias  promotor  e  terminador  (primer  35SFOR  e  primer 
NOSREV; Tabela 3.1). As PCRs foram conduzidas em um volume final de 50 µl contendo 
300 ng de DNA genômico, 200 µM de dNTPs, 20 pmol de cada primer, 2 U de Taq DNA-
polimerase, 1,5 mM de MgCl
2
, tampão de reação da enzima e água ultra-pura (Milli-Q) 
autoclavada suficiente para atingir o volume final da reação. As condições de reação foram 
as seguintes: 95°C durante 5 min; 30 ciclos de 95°C por 30 s, 49°C por 30 s e 72°C por 2 
min; e uma etapa final de síntese a  72°C durante 10 min. Também foi feita uma  PCR 
usando a combinação de um primer específico ao gene cad ou ccr em conjunto com um 
dos primers usados anteriormente. As condições de reação foram: 94°C durante 5 min; 2 
ciclos de 94°C por 30 s, 57°C por 30 s e 72°C por 4 min; 2 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C 
por  30 s e 72°C por 4 min; 2 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por 30 s, 72°C por 4 min; 25 
ciclos de 94°C  por 30  s, 51°C  por  30  s, 72°C por  4  min;  e  72°C durante 10 min.  As 
seqüências dos primers gene-específicos para cad e ccr estão representadas na Tabela 3.1, 
e  encontram-se  descritas  em  Vom  Endt  (1999)  e  Zago  (2001),  respectivamente,As 
combinações utilizadas na amplificação estão apresentadas na Figura 4.3. 
 
 
3.3.2  Detecção e estimativa do número de cópias dos transgenes por Hibridização 
de Southern blots 
 
Para  todas  as  hibridizações  de  Southern  blot  realizadas,  20  µg  de  DNA  total 
isolados das plantas transgênicas e controles (Doyle & Doyle, 1987) foram clivados com 
enzimas  de  restrição  e separados  em  gel de  agarose a  0,8%.  A  clivagem do  DNA das 
plantas transformadas  com  pCAMBIA2300::cadsenso  e  ccr1600senso  (Anexos XIII e 
XVII) foi realizada com enzima BglII, enquanto que a clivagem das amostras de DNA das 
plantas transformadas com pCAMBIA2300::cad anti-senso (Anexo XIV) foi realizada com 
EcoRI.  BamHI  foi  usada  para  a  clivagem  do  DNA  das  plantas  transformadas  com 
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pCAMBIA2300::ccr1600 anti-senso (Anexo XVIII). Após a separação por eletroforese, os 
fragmentos de DNA gerados nas digestões foram transferidos para membranas de náilon 
do tipo Hybond  N+ (Amersham Biosciences). A transferência e a hibridização  foram 
realizadas utilizando-se o  kit Gene  Image
TM
 CDP-Star
TM
 Detection Module (Amersham 
Biosciences), de acordo com instruções do fabricante, ou pelo método radioativo conforme 
descrito em Memelink et al. (1994). A sonda de cad consistiu no fragmento interno gerado 
pela clivagem do respectivo gene com as enzimas HincII e PstI a partir do vetor pSK+cad 
(Anexo I), enquanto que a sonda de ccr1600 consistiu no fragmento gerado por BglII e 
NcoI, resultado da restrição de pUC18::ccr1600 (Anexo III) com as respectivas enzimas. 
Ambas as  sondas  foram  marcadas com  o  kit  Gene  Images  Random  Prime  Labelling 
Module  (Amersham  Biosciences)  ou  o  kit  Ready-To-Go
TM
  DNA  Labeling  Beads 
(Amersham Biosciences), de acordo com as instruções do fabricante. 
 
 
3.3.3   Análises histoquímicas 
 
Dois  métodos  de  análises  histoquímicas  foram  empregados  para  a avaliação  de 
possíveis modificações cito-histológicas dos tecidos das plantas transgênicas em relação ao 
controle. Ambos os  métodos foram  executados no  Laboratório de Anatomia Vegetal, 
Faculdade de  Biociências  da  Pontifícia  Universidade Católica do  Rio  Grande do  Sul 
(PUCRS), sob a orientação da Dra. Eliane D. Heuser. 
Para  o  teste  de  Wiesner,  pecíolos  das  plantas  regeneradas foram  embebidos  em 
resina (Leica Historesin - 7022 18500) conforme descrito em Kraus & Arduin (1997) e 
seccionados por micrótomo a 20 µm de espessura. As secções foram então coradas com 
1% de floroglucinol (Sigma) em etanol a 70% por 15 min. Após o período de incubação, a 
solução de floroglucinol foi removida e ácido clorídrico a 18% foi adicionado. Os cortes 
ficaram nessa solução e à temperatura ambiente até o momento de serem fotografados. 
Para o teste de Mäule, cortes à mão livre dos pecíolos foram realizados e as secções 
foram incubadas por 5 min em 0,5% de permanganato de potássio. Após este período, os 
cortes foram lavados em água para remover o excesso de corante. Em seguida, os cortes 
foram deixados por 7 min em ácido clorídrico a 18% para, finalmente, serem transferidos 
para hidróxido de amônio aquoso a 20% e as fotos serem feitas. 
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3.3.4  Medição da Composição de Ligninas 
 
Após o florescimento e geração de sementes, as plantas transgênicas foram cortadas 
na base do caule e todas as folhas foram retiradas. Os caules foram então colocado em uma 
estufa a 37°C, onde permaneceram por uma semana até a secagem completa. Em seguida, 
foi  feita  a  medição  do  peso  seco  dos  caules.  Esse  material  irá  ser  enviado  para  o 
Laboratório de Tecnologia da Madeira, BioAgro, Universidade Federal de Viçosa, sob a 
responsabilidade  do  Dr.  José  L. Gomide  e Dr.  Jorge  L. Colodette,  onde análises  de 
tioacidólise e espectrometria de infra-vermelho próximo (NIRS, do inglês, near infra-red 
spectrometry)  serão  executadas,  visando  a  determinação  da  quantidade  e  composição 
química das ligninas. 
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4  Resultados 
 
 
Com o objetivo de verificar a habilidade das seqüências genômicas codificadoras 
das enzimas CCR e CAD de E. saligna em alterar o conteúdo ou a composição de ligninas 
em plantas, foi gerada uma coleção de plantas transgênicas de tabaco portando fragmentos 
destes genes em orientações senso e anti-senso. As seqüências genômicas de ccr e cad 
foram  originalmente  isoladas  por  Zago  (2001)  e  Vom  Endt  (1999),  respectivamente. 
Ambos  os  autores  utilizaram  primers  específicos  para  amplificar,  por  PCR,  as  regiões 
definidas entre os códons de iniciação e terminação de tais seqüências. Vom Endt (1999) 
conseguiu amplificar a seqüência genômica completa de cad, que foi ligada ao vetor pSK+ 
(Stratagene; Anexo I) e clonada em E. coli. No caso de ccr, não foi possível a amplificação 
do  gene  completo.  Porém,  a  montagem  de  diversos  fragmentos  amplificados 
separadamente (Figura 3.1) permitiu a obtenção da seqüência completa de ccr, sendo que 
todos os produtos foram clonados em pUC18 (Zago, 2001). 
No  presente  trabalho,  foram  utilizados  a  seqüência  completa  de  cad  e  dois 
fragmentos de  ccr,  denominados  ccr1600  e ccr1400  (Figura 3.1)  para  a  adaptação a 
cassetes de expressão transgênica em orientações senso e anti-senso. O fragmento ccr1600 
está localizado na região 5’ do gene e engloba os éxons dois, três e uma parte do éxon 
quatro, enquanto ccr1400 contém uma parte do éxon quatro e o éxon cinco, e representa a 
porção 3’ dessa seqüência. Esses fragmentos foram escolhidos por apresentarem um bom 
tamanho para seu uso pela tecnologia asRNA, e por representarem a quase totalidade do 
gene. Além disso, com a união de ccr1600 com ccr1400, foi possível gerar uma seqüência 
que representa a quase totalidade do gene, que foi chamado de ccr2800 (Anexo X). 
Na presente seção, estão apresentados os dados relativos à construção dos vetores, à 
geração  e  análise  das  plantas  transformadas  (e  não  transformadas)  com  as  construções 
contendo os fragmentos ccr1400 senso e anti-senso, ccr1600 senso e anti-senso, ccr2800 
anti-senso e cad senso e anti-senso. 
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4.1 Construção  de  Vetores  Plasmidiais  Contendo  cad  e  ccr  em 
Orientações Senso e Anti-senso. 
 
Com o objetivo de construir cassetes de expressão com os fragmentos de ccr e cad 
nas orientações senso e anti-senso sob o controle do promotor CaMV 35S e o terminador 
nos, as seqüências selecionadas foram subclonadas no vetor pMOG463 (Mogen; Anexo 
XI). A etapa de clonagem de cad em pMOG463 em ambas as orientações foi realizada por 
Kern (2000; Anexos IV e V). Para obter o fragmento ccr2800, tentou-se inicialmente ligar 
o  fragmento  ccr1600  ao  plasmídeo  pUC18::ccr1400  (Anexo  II).  Porém,  não  houve 
resultado positivo.  Alternativamente, foi realizada  a  ligação de  ccr1600 diretamente no 
vetor  pMOG463::ccr1400anti-senso  (Anexo  VII),  o  que  resultou  na  construção  do 
plasmídeo  pMOG463::ccr2800anti-senso  (Anexo  X).  Todos  os  cassetes  gerados  foram, 
então, subclonados no vetor binário pCAMBIA2300 (CAMBIA; Anexo XII). A presença e 
correta união de todos os fragmentos nos vetores resultantes foram confirmadas pelo 
seqüenciamento. 
 
 
4.2 Obtenção de Plantas de Tabaco Transformadas Geneticamente 
com Construções de cad e ccr em Orientações Senso e Anti-
senso 
 
Os vetores pCAMBIA2300 armados com as versões senso e anti-senso de cad e ccr 
foram transferidos, por conjugação ou choque-térmico, para A. tumefaciens, bactérias estas 
utilizadas  na  infecção  e  transformação  de  discos  foliares  de  tabaco.  Ao  todo,  foram 
regeneradas sete plantas cad senso (cadS), seis plantas cad anti-senso (cadA), nove plantas 
com o fragmento genômico de ccr de 1600 pb em orientação senso (ccr1.6S) e 11 plantas 
com  este  fragmento  de  ccr  em  orientação  anti-senso  (ccr1.6A),  todas  resistentes  à 
canamicina, a marca de seleção dos tecidos transgênicos. Essas plantas foram cultivadas 
em  terra:vermiculita (1:1)  até o  final das análises. Todas  as plantas, com  exceção  de 
ccr1.6S5, ccr1.6A4, ccr1.6A12 e cadS13, floresceram e geraram sementes, apresentando 
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um fenótipo geral normal (Figura 4.1). As sementes foram coletadas e estocadas a 4
o
C. No 
presente trabalho, todas as análises foram realizadas com a geração T
0
 das plantas. 
As  plantas  contendo o  fragmento  de  1400  pb  do  gene  ccr  em orientação  senso 
(ccr1.4S) e anti-senso (ccr1.4A), assim como as plantas contendo a versão completa de ccr 
em orientação anti-senso (ccr2.8A), encontravam-se, até o final de fevereiro de 2005, em 
período  de  regeneração.  Até  àquela  data,  foram  regeneradas  24  plantas  ccr1.4S,  20 
ccr1.4A  e  24  ccr2.8A.  Espera-se  um  mínimo  de  10  plantas  transgênicas  para  cada 
construção utilizada nas transformações. 
 
 
Figura 4.1: Aspecto geral de algumas das plantas de tabaco transformadas com versões 
senso e anti-senso dos genes cad e ccr de E. saligna aos 45 dias (conjunto de plantas à 
esquerda) e 30 dias (conjunto de plantas à direita) de crescimento em câmara de cultura 
após a transferência para substrato sólido. 
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4.3 Análise das Plantas cadS, cadA, ccr1.6S e ccr1.6A 
 
4.3.1  Amplificação de fragmentos de transgenes por PCR 
 
Para confirmar a presença dos transgenes nas plantas regeneradas de cad e ccr1.6, 
PCRs  foram  realizadas  usando  primers  específicos  para  o  promotor  CaMV  35S  e  o 
terminador nos, amplificando, assim, o cassete de expressão. Amostras de DNA de apenas 
dois exemplares de cada linhagem de tabaco potencialmente transgênica foram utilizadas 
nestes ensaios de otimização. Como  pode  ser  observado na  Figura  4.2,  os produtos  de 
amplificação gerados apresentaram um tamanho de aproximadamente 300 pb, quando o 
esperado  era  a  soma  dos  fragmentos  dos  genes  e  as  seqüências  regulatórias 
(aproximadamente 2 kb para ccr e 3 kb para cad). Apesar de apresentarem um tamanho 
muito menor ao esperado, ainda é possível ver uma diferença entre a planta selvagem e 
algumas  regeneradas.  Por  esta  razão,  foi  realizado  o  seqüenciamento deste  produto  de 
amplificação para  identificá-lo e tentar usar esta PCR na identificação preliminar das 
plantas transformadas. O primer usado no seqüenciamento foi o 35SFOR (Tabela 3.1). A 
seqüência gerada foi comparada com outras seqüências presentes no GenBank usando a 
ferramenta  BLASTn,  disponível  na  página  do  National  Center  for  Biotechnology 
Information  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),  e  o  resultado  do  alinhamento  demonstrou 
fracas regiões de homologia com diversos plasmídeos, incluindo os da série pCAMBIA. 
Um  alinhamento  da  seqüência  do  produto  da  PCR  com  a  seqüência  do  vetor 
pCAMBIA2300 (código de acesso no GenBank AF234315), usando o mesmo programa 
BLASTn, foi realizado e o resultado está representado na Figura 4.3. O alinhamento 
mostrou  diversas  regiões  de  fraca  homologia  entre  as  seqüências.  Estas  regiões  dizem 
respeito  a  uma  parte  do  gene  de  resistência  à  canamicina  (gene  da  neomicina 
fosfotransferase ou nptII, presente no T-DNA) e uma parte do promotor deste gene, que 
também é o CaMV 35S. A fraca homologia entre o produto da PCR e o plasmídeo se 
explica  pela  presença  de  diversos  pontos  onde  pode  ocorrer  a  ligação  do  primer  à 
seqüência.  Isto  pode  ser  visto  por  meio  do  alinhamento do  plasmídeo  com  os  primers 
utilizados na PCR, usando-se a opção do BLAST denominada “Search for short, nearly 
exact matches”.  Conseqüentemente,  uma  sobreposição  dos  produtos  de  seqüenciamento 
provavelmente  ocorreu durante  a  leitura  da seqüência,  como  pode  ser visualizado  nos 
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eletroferogramas (resultado não apresentado). Este resultado sugere que  está  havendo a 
amplificação de parte do gene de resistência nptII e de seu promotor CaMV 35S a partir 
dos  DNAs-molde  de  todas  as  amostras  que,  presumivelmente,  contêm  o  T-DNA,  com 
exceção da planta cadA2. Como conseqüência, a PCR poderia ser usada preliminarmente 
para testar quais das plantas apresentam os transgenes. Porém, como o resultado não foi o 
esperado quanto ao tamanho dos produtos gerados, optou-se por testar outras abordagens 
de PCR. Vale a pena mencionar, que os primers utilizados (35SFOR e NOSREV, Tabela 
3.1), foram projetados para a amplificação do cassete de expressão a partir do pMOG463 
(Anexo XI) e, por esta razão, não foi levada em consideração a possibilidade de outros 
possíveis pontos de anelamento no pCAMBIA. 
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Figura  4.2:  Gel  de  agarose  submetido  à  eletroforese  contendo  produtos  de  PCRs 
realizadas para a  análise  preliminar de plantas transgênicas de tabaco contendo versões 
senso e anti-senso dos genes cad e ccr de E. saligna. As PCRs foram realizadas utilizando-
se primers específicos às regiões regulatórias do cassete de expressão, primer 35SFOR e 
NOSREV e DNAs-molde conforme segue: (C-) Controle negativo da reação, sem DNA-
molde; (A) vetor pCAMBIA2300::cad anti-senso; (B) vetor pCAMBIA2300::ccr1600 anti-
senso;  (Selvagem)  planta  não  transformada;  (cadS2,  ccr1.6A1,  ccr1.6A2,  ccr1.6A4, 
cadA2, cadA3 e cadA7) plantas regeneradas; (MM) marcador de tamanhos de fragmentos 
de  DNA λ  HindIII/EcoRI.  Um  fragmento  majoritário  de  aproximadamente  300 pb  foi 
observado  na  maioria  das  amostras  de  plantas  transgênicas  e  nos  controles  (A)  e  (B), 
indicado pela seta amarela. 
 
 
 
 
Figura 4.3: Resultado do alinhamento, via BLASTn, da seqüência do produto de PCR de 
300 pb gerado nas reações utilizando-se os primers 35SFOR e NOSREV com a seqüência 
do vetor pCAMBIA2300. A faixa vermelha refere-se à seqüência do produto de PCR e os 
números de 0 a 800 o tamanho da seqüência em pb. As regiões em verde são pontos de 
homologia (pontuação variando entre 50 a 80, considerada mediana) com seqüências do 
gene  de  resistência  à  canamicina  (nptII)  e  seu  promotor  (CaMV  35S).  As  regiões 
rachuradas representam espaços (gaps) inseridos pelo programa para o melhor alinhamento 
das regiões homólogas. 
 
 
Novas PCRs foram realizadas usando-se combinações de um primer específico aos 
genes cad ou ccr em conjunto com um dos primers usados anteriormente, específicos às 
regiões regulatórias. O resultado das PCRs está representado na Figura 4.4, assim como as 
combinações de primers usadas e condições da reação. 
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Apenas as PCRs para amostras contendo o gene cad em orientação senso foram 
satisfatórias, sendo possível identificar um fragmento de tamanho esperado (1,7 kb) em 
uma das plantas testadas (cadS2), além do controle positivo (pCAMBIA2300::cad senso, 
C+; Figura 4.4A). Nas PCRs de amostras de plantas contendo o fragmento de 1600 pb do 
gene ccr na orientação senso (ccr1.6S1 e ccr1.6S2), também foi possível identificar um 
produto de  amplificação  de  tamanho  esperado  (1,7  kb). Porém,  este fragmento  não  foi 
observado  quando do  DNA  de  pCAMBIA2300::ccr1600 senso (controle positivo, C+; 
Figura 4.4B) foi testado, à semelhança do que ocorreu quando DNA da planta selvagem foi 
utilizado na reação. Nas demais PCRs, onde foram avaliadas amostras de DNA de plantas 
transformadas com as versões anti-senso de cad  (Figura 4.4D) e de ccr1.6 (Figura 4.4C), 
não  foi  possível  estabelecer  uma  condição  de  reação  que  permitisse  a  amplificação  de 
produtos  únicos e  de  tamanhos  esperado,  respectivamente  de  1,6 e  0,8  kb. Devido  às 
inconsistências  e  dificuldades  encontradas,  as  análises  preliminares  por  PCR  foram 
descartadas, partindo-se imediatamente às avaliações definitivas de amostras de DNA de 
todas as plantas geradas por hibridizações de Southern blots. 
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Figura  4.4:  Gel  de  agarose  submetido  à  eletroforese  contendo  produtos  de  PCRs 
realizadas para a  análise  preliminar de plantas transgênicas de tabaco contendo versões 
senso e anti-senso dos genes cad e ccr de E. saligna. As PCRs foram realizadas utilizando-
se primers específicos às regiões regulatórias em combinação com primers cad- ou ccr-
específicos. Em todos os conjuntos de reações, (C-) refere-se ao controle negativo, sem a 
adição de  DNAs-molde  e (S) refere-se às  reações na presença de DNA de plantas não 
transformadas (selvagens). (A) PCRs das plantas cadS usando os primers CadInt3For e 
NOSREV, onde (C+) refere-se à reação na presença de pCAMBIA2300::cad senso. (B) 
PCRs das plantas ccr1.6S com os primers NOSREV e CCR300FOR onde (C+) refere-se à 
reação  com  pCAMBIA2300::ccr1600  senso.  (C)  PCRs  das  plantas  ccr1.6A  com  os 
primers  35SFOR  e  CCREXON4FOR  onde  (C+)  refere-se  à  reação  com 
pCAMBIA2300::ccr1600  anti-senso.  (D)  PCRs  das  plantas  cadA  com  os  primers 
CADREV e NOSREV onde (C+) refere-se à reação com pCAMBIA2300::cad anti-senso. 
(MM) marcador de tamanhos de fragmentos de DNA λ HindIII/EcoRI. Os fragmentos de 
tamanhos esperados em cada conjunto de reações estão indicados por setas amarelas. As 
seqüências de todos os primers encontram-se na Tabela 3.1. 
 
 
4.3.2  Determinação do Estado Transgênico das Plantas por Hibridizações de 
Southern Blot 
 
Para a  definição da presença  e do número de cópias dos transgenes nas plantas 
transformadas com cad e ccr1.6, foram realizadas hibridizações de Southern blots. Para os 
quatro conjuntos de plantas, foram gerados e utilizados como sondas fragmentos dos genes 
cad e ccr a partir dos plasmídeos originais (veja Seção 3.3.2). Todas as amostras de DNA 
vegetal obtidas foram digeridas com endonucleases que apresentassem um único sítio de 
restrição interno aos fragmentos de cad ou ccr, sem outra ocorrência deste mesmo sítio no 
T-DNA  de  pCAMBIA2300.  Desta  forma, o  segundo  sítio  de  restrição,  necessário  para 
gerar um fragmento após as digestões do DNA genômico vegetal, encontra-se próximo ao 
sítio de integração do T-DNA nos genomas das plantas transformadas. Nas Figuras 4.5 e 
4.6, estão apresentados os resultados dos Southern blots para plantas com cadS e cadA, 
respectivamente. Nas Figuras  4.7 e 4.8,  os resultados dos  Southern blots das  plantas 
transformadas com ccr1.6S e A estão representados. 
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Pelas  análises  dos  Southern blots,  foi  possível  identificar  que  quatro  das  sete 
plantas cadS possuem, de forma inequívoca, bandas positivas para o T-DNA contendo o 
gene cad (cadS2, cadS4, cadS12 e cadS13; Figura 4.5). As demais plantas exibiram um 
padrão de bandas semelhante ao da planta não transformada (S, Figura 4.5), provavelmente 
referente a genes cad endógenos de tabaco. O número de cópias da construção cadS nas 
plantas transformadas é de uma para cadS2 e cadS4, e não ultrapassa a duas cópias nas 
plantas cadS12 e cadS13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5:  Análise de  Southern blot das  plantas  de tabaco transformadas com  cad  na 
orientação  senso.  À  esquerda  da  figura  está  representada  a  imagem  do  gel  de  agarose 
submetido  à  eletroforese  contendo  amostras  de  20  µg  de  DNA  digeridas com  BglII. À 
direita da figura está a auto-radiografia após hibridização com a sonda de cad e revelação. 
(C+) Amostra de 10 pg da sonda não marcada junto a DNA de esperma de salmão; (E) 
DNA de E. saligna; (S) DNA da planta não transformada; (cadS2 a cadS13) DNA das 
plantas transformadas com as construções de cad em orientação senso; (MM)
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Figura 4.6:  Análise de  Southern blot das  plantas  de tabaco transformadas com  cad  na 
orientação anti-senso. À esquerda da figura está representada a imagem do gel de agarose 
submetido à eletroforese contendo amostras de 20 µg de DNA digeridas com EcoRI. À 
direita da figura está a auto-radiografia após hibridização com a sonda de cad e revelação. 
(C+) Amostra de 10 pg da sonda não marcada junto a DNA de esperma de salmão; (S) 
DNA da planta não transformada; (cadA1 a cadA10) DNA das plantas transformadas com 
as  construções  de  cad  em  orientação  anti-senso;  (MM)
 
marcador  de  tamanhos  de 
fragmentos de DNA λ HindIII/EcoRI. 
 
 
No caso das plantas de tabaco transformadas com a construção cad em orientação 
anti-senso, todas as plantas regeneradas apresentaram o mesmo padrão de bandas da planta 
selvagem, caracterizando, assim, a ausência das construções transgênicas em seus genomas 
Figura 4.6). 
Segundo a análise da hibridização de Southern blot das amostras de DNA de 
plantas  contendo  a  construção  ccr1.6  em  orientação  senso  (Figura  4.7),  foi  possível 
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identificar,  de  forma inequívoca,  que  seis  plantas  apresentaram  o transgene  (ccr1.6S1, 
ccr1.6S3, ccr1.6S4, ccr1.6S5, ccr1.6S7  e ccr1.6S9).  O número mínimo de cópias  da 
construção ccr1.6S nestas plantas foi estimado em uma cópia em ccr1.6S3, três cópias em 
ccr1.6S1, ccr1.6S4, ccr1.6S5 e ccr1.6S7, e quatro cópias em ccr1.6S9. 
As demais plantas (ccr1.6S2, ccr1.6S6, ccr1.6S8,) apresentam bandas que não são 
visíveis no controle negativo (planta selvagem). Porém, o fato das mesmas apresentarem 
um padrão idêntico entre si e presente na maioria das demais plantas provavelmente indica 
que as mesmas são plantas não transformadas, já que a possibilidade de se tratarem de 
clones  obtidos  pela  multiplicação  acidental  está,  seguramente,  totalmente  descartada, 
segundo  os  cuidados  tomados  nos  procedimentos.  É  importante  mencionar  que  a 
quantidade  de  DNA  da  planta-controle  e  a  qualidade  do  DNA  após  a digestão  são  as 
mesmas das demais amostras, como observável na Figura 4.7. 
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Figura 4.7: Análise de Southern blot das plantas de tabaco transformadas com cccr na 
orientação  senso.  À  esquerda  da  figura  está  representada  a  imagem  do  gel  de  agarose 
submetido  à  eletroforese  contendo  amostras  de  20  µg  de  DNA  digeridas com  BglII. À 
direita da figura está a auto-radiografia após hibridização com a sonda de ccr e revelação. 
(C+) Amostra de 10 pg da sonda não marcada junto a DNA de esperma de salmão; (S) 
DNA da planta não transformada; (ccr1.6S1 a ccr1.6S9) DNA das plantas transformadas 
com  as  construções  de  ccr  em  orientação  senso;  (MM)
 
marcador  de  tamanhos  de 
fragmentos de DNA λ HindIII/EcoRI. 
 
 
Finalmente,  apesar  de  não  serem  observados  sinais  de  hibridização  no  controle 
negativo  (planta  selvagem),  é  possível  notar  que  um  mesmo  padrão  de  hibridização 
ocorreu entre as diferentes amostras na análise de Southern blot de plantas transformadas 
com a construção ccr1.6 em orientação anti-senso (Figura 4.8). Por este motivo, somente 
foram  consideradas  transgênicas  para  ccr1.6A  as  plantas  cujo  padrão  de  bandas 
diferenciou-se  do  padrão  comum,  como  no  caso  das  amostras  ccr1.6A5,  ccr1.6A9, 
ccr1.6A12  e  ccr1.6A14.  As  demais  amostras  foram  consideradas  negativas.  Quanto  ao 
número mínimo estimado de cópias integradas no genoma das plantas, consideraram-se 
duas cópias em ccr1.6A9 e ccr1.6A14, e três cópias em ccr1.6A5e ccr1.6A12. 
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Figura: 4.8: Análise de Southern blot das plantas de tabaco transformadas com ccr na 
orientação anti-senso. À esquerda da figura está representada a imagem do gel de agarose 
submetido à eletroforese contendo amostras de 20 µg de DNA digeridas com BamHI. À 
direita da figura está a auto-radiografia após hibridização com a sonda de ccr e revelação. 
(C+) Amostra de 10 pg da sonda não marcada junto a DNA de esperma de salmão; (S) 
DNA da planta não transformada; (ccr1.6A1 a ccr1.6A14) DNA das plantas transformadas 
com  as  construções  de  ccr  em  orientação  anti-senso;  (MM)
 
marcador  de  tamanhos  de 
fragmentos de DNA λ HindIII/EcoRI. 
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4.3.3  Análises Histoquímicas de Variações do Conteúdo e/ou Composição das 
Ligninas das Plantas Transgênicas cad e ccr 
 
A análise do conteúdo e da composição das ligninas nas plantas transformadas foi 
feita pela análise histoquímica. Secções de pecíolos das plantas contendo as construções 
cad em orientação senso, e ccr1.6 em orientações senso e anti-senso, bem como de plantas 
selvagens  foram  primeiramente  coradas  com  floroglucinol-HCl  (reação  de  Wiesner).  O 
floroglucinol, em meio ácido, forma um cromóforo púrpuro com os hidroxicinamaldeídos 
presentes nas ligninas da parede celular (Pomar et al., 2002b). Para a interpretação desses 
dados, é importante revisar as funções que as enzimas CCR e CAD têm na biossíntese dos 
monolignóis. A CCR é responsável pela conversão dos ésteres de hidroxicinamoil-CoA em 
hidroxicinamaldeídos  que são,  então,  reduzidos  a  álcoois pela  CAD  (Figura 1.8).  Os 
possíveis fenótipos das diferentes plantas transgênicas (superexpressando ou suprimindo a 
atividade  de  CAD e  CCR)  seriam  as seguintes:  (a)  a  supressão  da  atividade de  CAD 
resultaria em uma menor conversão dos aldeídos em álcoois e, conseqüentemente, a um 
maior acúmulo desses compostos na parede celular e uma coloração mais forte no teste de 
Wiesner.  Os  efeitos  da  superexpressão  de  CAD,  porém,  não  seriam  tão  óbvios.  Um 
aumento na atividade de CAD poderia levar a uma maior conversão de aldeídos em álcoois 
e, conseqüentemente, em uma coloração menos intensa. Porém,  CAD apresenta tanto a 
atividade de conversão de aldeídos em álcoois como a atividade contrária, dependendo da 
concentração dos substratos. Desse modo,  a superexpressão de  CAD  poderia não ser 
notada pelo teste de Wiesner em virtude da bidirecionalidade da reação catalisada por esta 
enzima. 
A  supressão  de  CCR,  por  sua  vez,  acarretaria  em  uma  menor  quantidade  de 
aldeídos e,  portanto,  em  uma  menor  coloração  pelo  teste  de  Wiesner.  Os  efeitos  da 
superexpressão de CCR, assim como no caso de CAD, não seriam tão claros. Apesar do 
aumento da atividade de CCR gerar um maior quantidade de aldeídos, uma coloração mais 
forte no teste de Wiesner não seria necessariamente percebida, pois, como visto na seção 
1.2.3,  CAD  seria  ativa  o suficiente  para  converter  excessos  de  aldeídos  em  álcoois  e, 
portanto, não seriam alteradas as quantidades de aldeídos na parede celular. 
  Na  Figura  4.9  estão  representados  os  resultados  do  teste  de  Wiesner  em 
secções de pecíolos das plantas. Diferentemente da literatura, não foi possível visualizar 
diferenças óbvias entre as plantas transgênicas e as selvagens, indicando que houve pouca 
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ou nenhuma mudança nos índices de atividade de CAD e CCR e, conseqüentemente, nos 
teores ou na composição das ligninas. Todos os ensaios histoquímicos foram realizados em 
triplicatas,  sem  diferenças visuais  significativas entre  as réplicas. Na  Figura 4.9 estão 
apresentadas imagens de uma amostra apenas de cada triplicata, como exemplo. 
Uma análise  visual mais cuidadosa permitiu observar que pecíolos  das plantas 
cadS4 e cadS13 apresentaram uma coloração menos intensa em comparação a pecíolos da 
planta-controle (S), e que pecíolos da planta cadS12 exibiram uma coloração mais forte. 
Estes resultados poderiam indicar uma superexpressão da atividade de CAD no primeiro 
caso, com menor acúmulo de hidroxicinamaldeídos nas ligninas, e uma supressão de CAD 
no segundo caso, permitindo um maior acúmulo destes substratos na parede celular. 
À  semelhança,  pecíolos  da  planta  ccr1.6A5  apresentaram  uma  coloração  mais 
intensa do que pecíolos da planta selvagem, e as secções da planta ccr1.6A12 exibiram 
uma  coloração  mais  fraca,  indicando  a  superexpressão  e  a  supressão  de  CCR, 
respectivamente promovendo maiores  e menores acúmulos de hidroxicinamaldeídos nas 
ligninas  das  paredes  celulares.  Não  foram  observadas  diferenças  nas  intensidades  de 
coloração entre as plantas transgênicas ccr1.6S. 
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Figura 4.9: Secções de pecíolos das plantas não transformadas (S) e transformadas com as 
versões senso de cad e ccr1.6 e anti-senso de ccr1.6 submetidas ao teste de Wiesner. Todas 
as amostras de pecíolos possuem espessuras de 20 µm, obtidas por cortes com micrótomo, 
foram submetidas ao mesmo tratamento com floroglucinol-HCl, e foram fotografadas sob a 
mesma magnitude 400 vezes. 
 
 
Além  do  teste de  Wiesner,  as  plantas transgênicas  contendo  as construções  cad 
senso e ccr1.6 senso e anti-senso também foram avaliadas histoquimicamente pelo teste de 
Mäule. O teste de Mäule permite a coloração específica das unidades siringil das ligninas, 
incluindo os aldeídos (Meshitsuka and Nakano, 1978). Embora alterações nas atividades de 
CCR e CAD não tenham efeito direto na proporção das unidades S e G incorporadas nas 
ligninas (como visto na seção 1.2.1, as metilações intermediadas por o-metiltransferases 
são  responsáveis pela proporção  S/G), esse teste foi  conduzido com  o objetivo  de se 
observar alterações nos conteúdos totais em ligninas das paredes celulares. Na Figura 4.10 
estão  representados  os  resultados  deste  teste.  Novamente,  não  foram  visualizadas 
diferenças óbvias de coloração entre as plantas transgênicas e as selvagens, sugerindo que 
não  há  mudanças  nas  ligninas,  ou  que  essas  mudanças  são  sutis  demais  para  serem 
detectadas pelo ensaio histoquímico de Mäule. 
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Figura 4.10: Secções de pecíolos das plantas não transformadas (S) e transformadas com 
as versões senso de cad e ccr1.6 e anti-senso de ccr1.6 submetidas ao teste de Mäule. 
Todas as amostras de pecíolos obtidas por cortes à mão-livre foram submetidas ao mesmo 
tratamento com permanganato de potássio, e foram fotografadas sob a mesma magnitude 
de 100 vezes. 
 
 
4.3.4  Medida dos Teores de Ligninas e de seus Monômeros 
 
Visando a determinação da quantidade e composição química das ligninas presentes 
nas plantas de tabaco transgênicas, caule das plantas maduras (que já geraram sementes) 
foram coletados, e o peso  seco desse tecido determinado após  a secagem completa em 
estufa (Tabela 4.1). Os caules secos das plantas transgênicas serão enviados ao Laboratório 
de Tecnologia da Madeira, BioAgro, na Universidade Federal de Viçosa, onde serão feitas 
as análises de tioacidólise e NIRS. 
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Tabela 4.1: Peso seco de caules das plantas transgênicas que serão submetidos a análises 
por tioacidólise e NIRS. Não existe correlação entre as massas apresentadas e a quantidade 
de ligninas, ou tamanho das plantas, visto que em alguns casos mais de uma planta da 
mesma  linhagem  estão  amostradas.  Os  dados  referentes  as  plantas  cadS13,  ccr1.6S5  e 
ccr1.6A12 não estão apresentados, pois essas plantas não geraram sementes ainda. 
 
Amostras
 

Peso seco em gramas (g)
 

cadS2  11,70 
cadS4  9,06 
cadS12  16,14 
ccr1.6S1  10,11 
ccr1.6S3  8,38 
ccr1.6S4  8,50 
ccr1.6S7  6,54 
ccr1.6S9  9,49 
ccr1.6A5  9,45 
ccr1.6A9  9,38 
ccr1.6A14
 

15,20 
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5  Discussão 
 
Durante o processo de produção de papel, as ligninas precisam ser separadas da 
celulose  por uma  reação relativamente  poluente e  de custos elevados. Por  esta razão, 
consideráveis esforços vêm sendo realizados no sentido de se obter plantas com teores de 
ligninas mais apropriados para as indústrias papeleiras. Embora exista um razoável número 
de  trabalhos enfocando a manipulação de quase  todas as enzimas e  genes envolvidos 
diretamente na lignificação, ainda há a necessidade de se obter plantas mais adequadas às 
necessidades  brasileiras,  visto  que  a  maior  parte  dos  trabalhos  visa  a  transformação 
genética  de  espécies  vegetais-modelo,  ou  aquelas  usadas  no  hemisfério  norte  para  a 
obtenção  de  celulose,  como  o  álamo  (revisado  em  Peña  &  Séguin,  2001;  revisado  em 
Baucher et al., 2003). 
O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de pasta de celulose e papel, sendo 
essa  atividade extremamente importante  para o  país. Celulose e  papel representam os 
produtos industrializados com o segundo maior retorno financeiro em exportações para o 
Brasil, sendo superados apenas por aviões (AEB, 2003). O eucalipto é a principal árvore 
utilizada nesta indústria. Portanto, espécies desta arbórea constituem-se nos principais 
alvos de modificação genética visando a alteração dos teores ou da composição de ligninas 
para a maior produtividade silvícola e industrial (Mora & Garcia, 2000). 
Como  primeiro  passo  nesse  processo,  pesquisas  realizadas  em  nosso  laboratório 
permitiram  isolar  e  caracterizar  as  seqüências  genômicas  (transcritas)  completas 
codificadoras das enzimas CCR e CAD de E. saligna (Vom Endt, 1999; Zago, 2001). Estas 
enzimas foram escolhidas por serem as duas únicas exclusivas da rota de biossíntese dos 
monolignóis e, portanto, a alteração nos seus padrões de expressão teria menores efeitos 
em outras rotas do metabolismo secundário. 
Trabalhos anteriores com tabaco (Piquemal et al., 1998) e Arabidopsis (Goujon et 
al.,  2003b)  transgênicos  expressando  cDNAs  de  CCR  em  orientação  anti-senso 
apresentaram resultados  similares entre si.  Em ambos os  casos, as  ligninas tiveram sua 
quantidade  reduzida  em  até  50%.  Porém,  as  plantas  transgênicas  exibiram  severas 
alterações fenotípicas e  crescimento comprometido. Em tabaco, as plantas exibiram um 
aumento na proporção S/G, principalmente pela diminuição de unidades G. Essas plantas 
também apresentaram uma coloração de xilema marrom-alaranjada, típica de ligninas com 
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excesso de  ésteres de hidroxicinamoil-CoA  nas paredes  celulares. As fibras e vasos do 
xilema foram desestruturados, particularmente a subcamada S2 (Chabannes et al., 2001b). 
Em Arabidopsis transgênica, o pedúnculo floral apresentou um comprimento menor do que 
o da planta selvagem, e os vasos do xilema também resultaram colapsados (Goujon et al., 
2003b). 
Plantas  transgênicas  com  a atividade  de CAD  suprimida  via  transformação  das 
plantas  com  construções  portando  cDNAs  de  CAD  em  orientação  senso  ou  anti-senso 
foram geradas em tabaco (Halpin et al., 1994; Hibino et al., 1995; Yahiaoui et al., 1998), 
álamo (Baucher et al., 1996) e alfafa (Baucher et al., 1999). Essas plantas apresentaram 
características similares entre si como nenhuma ou pequenas reduções nas quantidades de 
ligninas,  maior  incorporação  de  cinamaldeídos  no  polímero  de  lignina  e  uma  típica 
coloração avermelhada associada ao xilema. 
Todos os trabalhos acima relatados empregaram seqüências completas de cDNA 
nas  orientações  senso  e,  principalmente,  anti-senso.  Hipoteticamente,  a  mais  alta 
homologia entre  as seqüências codificadoras (éxons) entre  os produtos transcritos  dos 
genes endógenos e as seqüências anti-senso levaria a uma maior eficiência no pareamento 
e, conseqüentemente,  na  supressão da  expressão  gênica por asRNA. Como a supressão 
severa dos genes, impedindo a produção de ligninas em níveis mínimos, seria incompatível 
com a sobrevivência ou o fenótipo normal de crescimento das plantas, possivelmente as 
plantas regeneradas  compensaram  a  repressão  por  meio  do silenciamento  parcial  dos 
transgenes, ou outros mecanismos. 
Nenhum trabalho foi apresentado até o momento onde seqüências genômicas dos 
genes CAD ou CCR, incluindo íntrons, ou mesmo seqüências parciais de cDNAs destes 
genes, tenham  sido  empregadas para  a  repressão gênica  por  asRNA  ou  superexpressão 
gênica. O fato das seqüências genômicas possuírem íntrons, onde tipicamente a homologia 
entre nucleotídeos é mais baixa ou nenhuma, bem como o emprego de fragmentos parciais 
das seqüências codificadoras, poderia levar a uma menor eficiência da repressão gênica por 
asRNA,  permitindo  a  regeneração  de  um  maior  número  de  plantas  transgênicas  e, 
principalmente,  com  características  fenotípicas mais  próximas à  normalidade.  É  esta a 
hipótese que norteou os experimentos até aqui conduzidos no presente trabalho. 
Uma  coleção  de  vetores  plasmidiais  binários  baseados  em  pCAMBIA2300 
(CAMBIA, Anexo XII) foi obtida no presente trabalho, portando as seqüências genômicas 
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codificadoras de CCR e CAD nas orientações senso e anti-senso. Para o gene cad, toda a 
seqüência  transcrita,  incluindo  éxons  e  íntrons,  foi  adaptada  a  cassetes  de  expressão  e 
ligada a pCAMBIA2300 nas orientações senso (construção cadS) e anti-senso (cadA). Para 
ccr, dois fragmentos genômicos, correspondendo às metades 5’-terminal (1600 pb) e 3’-
terminal (1400 pb), foram utilizados nas clonagens, igualmente em ambas as orientações 
(construções ccr1.6S e ccr1.4S, para senso; e ccr1.6A e ccr1.4A para anti-senso). Uma 
construção final foi obtida pela união dos dois fragmentos de ccr, gerando uma seqüência 
praticamente completa do gene na orientação anti-senso (construção ccr2.8A). Todos esses 
plasmídeos foram utilizados na transformação de discos foliares da planta-modelo tabaco 
(N.  tabacum  var.  Turkish)  via  A.  tumefaciens,  a  fim  de  se  testar  a  eficiência  das 
construções em promover alterações nos níveis e/ou na composição das ligninas. 
Até o final do mês de fevereiro de 2005, foram regeneradas plantas transformadas 
com  as  construções  cadS,  cadA,  ccr1.6S  e  ccr1.6A.  Pelo  menos  dois  meses  mais  são 
necessários até que os demais experimentos de transformação e regeneração com ccr1.4S, 
ccr1.4A e ccr2.8A permitam atingir o mesmo estágio das plantas obtidas e avaliadas no 
presente trabalho. Os percentuais de plantas comprovadamente transgênicas em relação ao 
total de plantas regeneradas foram de 57,1% para cadS, 66,7% para ccr1.6S, 36,4% para 
ccr1.6A  e  nenhuma  para  cadA.  Estes resultados,  especialmente  os  observados  para  as 
plantas cadA, são  surpreendentes, já que  todas as  plantas regeneradas  e selecionadas 
apresentaram franco crescimento e total resistência à canamicina. Adicionalmente, deve-se 
levar em conta a alta eficiência do protocolo de transformação genética de discos foliares 
de tabaco (Horsch et al.,1991) seguido neste e outros trabalhos desenvolvidos em nosso 
laboratório (Kern, 2002). A mais provável justificativa para a baixa eficiência de obtenção 
de plantas transgênicas esteja no  fato de termos utilizado a variedade  Turkish de N. 
tabacum,  e  não  a  variedade  SR1,  classicamente  utilizada  nos  trabalhos  que  empregam 
tabaco  como  planta-modelo.  Resultados  semelhantes  com  a  variedade  Turkish  foram 
observadas por Ritt (tese de doutorado, em preparação) em nosso próprio laboratório, na 
transformação de tabaco com genes codificadores da urease de soja, utilizando o plasmídeo 
binário pGPTV (Promega). 
Além  da  determinação  da  presença,  ou  ausência,  das  construções  transgênicas 
integradas nos  genomas  das  plantas  transformadas por hibridizações de  Southern  blots, 
análises histoquímicas baseadas nos métodos de Wiesner e Mäule, foram realizadas com 
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secções de pecíolos das plantas. Estes dois testes, em conjunto ou individualmente, são 
utilizados na detecção e análise das ligninas por diversos autores, por exemplo, Blee et al. 
(2003) utilizaram o teste de Wiesner na análise de plantas de tabaco com a supressão de 
uma peroxidase e Piçon et al. (2001b) fizeram uso de ambos os teste para analisar plantas 
de tabaco com a atividade de COMT e CCR reduzidas. 
Diferentemente dos trabalhos anteriores que utilizaram cDNAs de ccr e cad para a 
repressão gênica por asRNA (Halpin et al., 1994; Hibino et al., 1995; Baucher et al., 1996; 
Piquemal et al., 1998; Yahiaoui et al., 1998; Baucher et al., 1999; Goujon et al., 2003b), as 
análises histoquímica realizadas até o momento em relação  aos teores/composição de 
ligninas  não  evidenciaram,  de  forma  clara  e  inequívoca,  diferenças  entre  as  plantas 
transgênicas  e  as  plantas  selvagens.  Utilizando  os  mesmos  métodos  histoquímicos, 
Atanassova  et  al.  (1995)  demonstraram  claramente  a  alteração  do  conteúdo  em 
hidroxicinamaldeídos em plantas de tabaco transformadas com OMT em orientação anti-
senso. O mesmo foi observado por Chabannes et al. (2001a) em tabacos transgênicos com 
a atividade de CCR e CAD suprimidas. 
As  análises  realizadas  por  nós,  especialmente  pelo  método  de  Wiesner, 
demonstraram  que algumas plantas  como cadS4, cadS13  e ccrA12 apresentaram uma 
tênue redução na intensidade da coloração das paredes celulares em relação às plantas não 
transformadas. Pelo mesmo método, um leve aumento de intensidade foi observado nas 
plantas  cadS12  e  ccr1.6A5.  Embora  não  se  possa  descartar  que  tais  conclusões  sejam 
produtos de possíveis variações mínimas nos procedimentos de coloração histoquímica ou 
de diferentes condições dos pecíolos (metabolismo), estes resultados podem significar a 
comprovação de que a hipótese que promoveu o desenvolvimento  deste  trabalho esteja 
correta: o  emprego de seqüências  genômicas dos genes cad e ccr,  com  menor grau de 
homologia  com  transcritos  imaturos  ou  maduros  dos  mesmos  genes,  leva  à  supressões 
menos intensas dos genes em tabaco. 
Os testes realizados até o momento foram menos refinados, já que fundamentara-se 
nas análises fenotípicas gerais  (morfologia, crescimento, fertilidade, cor do xilema) e 
histoquímicas (testes de Wiesner e de Mäule). Por esta razão, é possível que as mesmas 
não permitam identificar mudanças sutis na composição de ligninas. Testes analíticos mais 
sensíveis  como  a  tioacidólise  e  a  análise  por  NIRS  serão  ainda  realizados  para  se 
determinar,  com  maior  exatidão,  se  houve  alguma  variação  nos  teores  de  ligninas  das 
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plantas.  A  análise  por  tioacidólise  á  utilizada  pela  quase  totalidade  dos  trabalhos 
envolvendo a manipulação  dos  teores  de  ligninas.  Lapierre  et  al.  (1999),  por exemplo, 
detectaram utilizaram essa técnica na definição da composição e quantidade de ligninas 
presentes em plantas de álamo apresentando a supressão na atividade das enzimas COMT 
ou CAD. Além disso, serão ainda realizadas as medições das atividades de CCR e CAD e 
dos  níveis  dos  transcritos  dos  respectivos  genes,  de  forma  a  se  comprovar  que  as 
construções transgênicas introduzidas nas plantas estão, de fato, surtindo efeitos nos níveis 
de atividade enzimática e acúmulo de mRNA. 
Como já discutido, as plantas transgênicas para ccr e cad apresentam nenhuma ou 
pouca diferença  no  teor  de ligninas quando comparadas com  as  plantas  selvagenes por 
testes  histoquímicos.  Uma  das  possíveis  explicações  para  este  fenômeno  seria  o 
silenciamento  dos  transgenes.  Os  altos  níveis  de  expressão  causados  pelo  uso  de 
promotores fortes, a natureza exógena do promotor e o uso repetido da mesma seqüência 
promotora podem levar ao silenciamento gênico (revisado em Stam et al., 1996; revisado 
em Kumpatla et al., 1998). O promotor usado no presente trabalho para regular os genes 
ccr e cad foi o CaMV 35S. Trata-se de um promotor originado de vírus, com expressão 
constitutiva forte e também é utilizado na regulação do gene de resistência à canamicina 
(nptII) existente no T-DNA de pCAMBIA2300. Portanto, nossas construções encaixam-se 
perfeitamente  no  perfil  descrito  acima.  Porém,  parece  pouco  provável  que  todas  as 
linhagens geradas (14 ao todo) tenham sofrido silenciamento. Novamente, seria necessária 
a análise das plantas quanto aos níveis de expressão dos transgenes com experimentos do 
tipo PCR precedida de transcrição reversa (RT-PCR) ou Northern blots, ensaios estes que 
estão previstos na complementação das análises. 
O  uso  de  seqüências  originadas  de  E.  saligna  para  alterar  os  conteúdos  ou 
composições  das  ligninas  de  tabaco  poderia  ser  outra  explicação  para  os  fenótipos 
detectados. As seqüências do cDNA de CAD de E. saligna (Vom Endt, 1999) e de N. 
tabacum  apresentam 75% de homologia entre si, enquanto os cDNAs de CCR entre as 
duas  plantas  (Zago,  2001)  possuem  70%  de  homologia.  Embora  exista  diferenças 
significativas  entre as  seqüências,  o emprego  de cDNAs  heterólogos  para  se  alterar o 
conteúdo de ligninas  em  plantas tem sido  prática de sucesso em genes de lignificação. 
Sewalt et al. (1997) geraram plantas transgênicas de tabaco expressando C4H de classe I 
de alfafa em orientação senso e anti-senso. Enquanto a superexpressão de c4h senso não 
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alterou os níveis de ligninas e nem a proporção S/G, as plantas expressando a construção 
anti-senso  apresentaram até  76% de  redução na  atividade  de C4H,  resultando em  um 
decréscimo de 63% na quantidade de ligninas e uma forte diminuição da proporção S/G. 
De forma semelhante, Blee et al. (2001), usando o cDNA de C4H de classe II originada do 
feijão francês, obtiveram a supressão da atividade dessa enzima em 90%, resultando em 
27% de redução na quantidade de ligninas em plantas transgênicas de tabaco. Além desses 
dois  autores,  Ni  et  al.  (1994)  e  Dwivedi  et  al.  (1994)  usando  omt  de  alfafa  e  álamo, 
respectivamente,  Elkind  et  al  (1990)  usando  pal  de  feijão  e  Piquemal  et  al.  (1998) 
utilizando ccr de E. gunnii, obtiveram plantas transgênicas de tabaco, cuja composição de 
ligninas foi alterada devido a repressão da expressão dos respectivos genes. 
Nosso trabalho difere dos demais por ter feito uso de seqüências genômicas para 
alterar teores/composição das ligninas, e a presença de íntrons certamente é fator de um 
aumento ainda maior da diferença média entre as seqüências de tabaco e eucalipto, a ponto 
de ser muito pouco eficiente o pareamento mRNA:asRNA e, conseqüentemente, a inibição 
por asRNA. Aqui, novamente, seria necessária uma análise por RT-PCR para detectar se 
há  ou  não  edição  do  mRNA  transgênico  e a  conseqüente  remoção  dos  íntrons.  Até  o 
momento, não estão depositadas seqüências genômicas dos genes cad ou ccr de tabaco no 
GenBank, de forma que uma análise comparativa das homologias neste nível possa ser 
realizada. 
Para que o processo de  supressão gênica por asRNA ocorra,  é necessário que o 
mRNA endógeno e o asRNA formem uma molécula de RNA dupla-fita (Sczakiel, 1997). 
Como também  é necessária a formação de  uma molécula  dupla-fita de  RNA para o 
processo de interferência por RNA (RNAi) ocorrer (revisado em Tijsterman et al., 2002), 
poderia se imaginar que  um  dos possíveis  destinos para a molécula dupla-fita de RNA 
formada durante o processo de asRNA seja a clivagem pelo complexo Dicer, iniciando, 
então, a resposta de RNAi. Como a Dicer gera pequenas moléculas de RNA dupla-fita de 
21 nucleotídeos (siRNA), é interessante analisar se a provável molécula dupla-fita formada 
pelo asRNA e o mRNA endógeno é capaz de levar à formação de siRNAs. A análise com o 
programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/#) entre as seqüências dos mRNAs de CCR 
de E. saligna  e N. tabacum não mostra qualquer região de no mínimo 21 nucleotídeos 
consecutivos com homologia máxima, como demonstrado na Figura 5.1. Este dado poderia 
explicar, parcialmente, o fenótipo detectado. 
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
 
tabaco CCGAGCCTATTTCTTCCCTATATCCACTCATCCTTGTCTTATATCATCATCATCATCATC 60 
eucalipto ------------------------------------------------------------ 
 
 
tabaco TACCTAAACCTGAGCTCAACAGAAAAGTAATACCATGCCGTCAGTTTCCGGCCAAATCGT 120 
eucalipto ----------------------ATGCCCGTCGACGCCCTCCCCGGTTCCGGCCAGACCGT 38 
 * * * * * ********* * *** 
 
tabaco TTGTGTTACTGGCGCCGGAGGTTTCATCGCCTCTTGGCTCGTTAAAATTCTTCTGGAAAA 180 
eucalipto CTGCGTCACCGGCGCCGGCGGCTTCATCGCCTCCTGGATTGTCAAGCTTCTCCTCGAGCG 98 
 ** ** ** ******** ** *********** *** * ** ** **** ** ** 
 
tabaco AGGCTACACTGTTAGAGGAACAGTACGAAATCCAGATGATCGAAAAAATAGTCATTTGAG 240 
eucalipto AGGCTACACCGTGCGAGGAACCGTCAGGAACCCAGACGACCCGAAGAATGGGCATCTGAG 158 
 ********* ** ******* ** * ** ***** ** * ** *** * *** **** 
 
tabaco GGAGCTTGAACGAGCAAAAGAGACATTGACTCTGTGCAGAGCTGATCTTCTTGATTTTCA 300 
eucalipto AGATCTGGAAGGAGCCAGCGAGAGGCTGACGCTGTACAAGGGTGATCTGATGGACTACGG 218 
 ** ** *** **** * **** **** **** ** * ****** * ** * 
 
tabaco GAGTTTGCGAGAAGCAATCAGCGGCTGTGACGGAGTTTTCCACACACGTTCTCCTGTCAC 360 
eucalipto GAGCTTGGAAGAAGCCATCAAGGGGTGCGACGGCGTCGTCCACACCGCCTCTCCGGTCAC 278 
 *** *** ****** **** ** ** ***** ** ******* ***** ***** 
 
tabaco TGATGATCCAGAACAAATGGTGGAGCCAGCAGTTATTGGTACAAAGAATGTGATAACGGC 420 
eucalipto CGACGATCCTGAGCAAATGGTGGAGCCAGCGGTGATCGGGACGAAAAATGTGATCGTCGC 338 
 ** ***** ** ***************** ** ** ** ** ** ******** ** 
 
tabaco AGCAGCAGAGGCCAAGGTGCGACGTGTGGTGTTCACTTCGTCAATTGGTGCTGTGTATAT 480 
eucalipto AGCGGCGGAGGCCAAGGTCCGGCGGGTTGTGTTCACCTCCTCCATCGGTGCAGTCACCAT 398 
 *** ** *********** ** ** ** ******** ** ** ** ***** ** ** 
 
tabaco GGACCCAAACAGGGACCCTGATAAGGTTGTCGACGAGACTTGTTGGAGTGATCCTGACTT 540 
eucalipto GGACCCCAACCGGGGTCCGGACGTTGTGGTGGACGAGTCTTGTTGGAGCGACCTCGAATT 458 
 ****** *** *** ** ** ** ** ****** ********** ** * ** ** 
 
tabaco CTGCAAAAACACCAAGAATTGGTATTGTTATGGGAAGATGGTGGCAGAACAAGCAGCATG 600 
eucalipto TTGCAAGAGCACTAAGAACTGGTATTGCTACGGCAAGGCAGTGGCGGAGAAGGCCCGTTG 518 
 ***** * *** ***** ******** ** ** *** ***** ** * ** ** 
 
tabaco GGACGAAGCAAGGGAGAAAGGAGTCGATTTGGTGGCAATCAACCCAGTGTTGGTGCTTGG 660 
eucalipto CGCAGAGGCAAAGGAGAGAGGGGTTGACCTCGTGGTGATTAACCCTGTGCTCGTGCTTGG 578 
 * ** **** ***** *** ** ** * **** ** ***** *** * ******** 
 
tabaco ACCACTGCTCCAACAGAATGTGAATGCCAGTGTTCTTCACATCCACAAGTACCTAACTGG 720 
eucalipto ACCGCTCCTTCAGTCGACGATCAATGCGAGCATCATCCACATCCTCAAGTACTTGACTGG 638 
 *** ** ** ** ** * ***** ** * * ******* ******* * ***** 
 
tabaco CTCTGCTAAAACATATACGTCCAATTCACTTCAGGCATATGTTCATGTTAGGGATGTGGC 780 
eucalipto CTCAGCCAAGACCTATGC---CAACTCGGTCCAGGCATACGTGCACGTCAAGGACGTCGC 695 
 *** ** ** ** *** * *** ** * ******** ** ** ** * *** ** ** 
 
tabaco TTTACGTCACATACTTGTGTACGAGACACCTTCTGCATCTGGCCGTTATCTCTGTGCCGA 840 
eucalipto GCTTGCCCACGTCCTTGTCTTGGAGACCCCATCCGCCTCAGGCCGCTATTTGTGCGACGA 755 
 * *** * ***** * ***** ** ** ** ** ***** *** * ** * *** 
 
tabaco GAGTGTGCTGCATCGCTGCGATGTGGTTGAAATTCTCGCCAAATTCTTCCCGGAGTATCC 900 
eucalipto GAGTGTCCTCCACCGTGGCGATGTGGTGGAAATCCTTGCCAAGTTCTTCCCTGAGTATAA 815 
 ****** ** ** ** ********** ***** ** ***** ******** ****** 
 
tabaco TATCCCCACCAAGTGTTCAGATGTGACGAAGCCAAGGGTAAAACCGTACAAATTCTCAAA 960 
eucalipto CGTACCGACCAAGTGCTCTGATGAGGTGAACCCAAGAGTAAAACCATACAAGTTCTCCAA 875 
 * ** ******** ** **** * *** ***** ******** ***** ***** ** 
 
tabaco CCAAAAGCTAAAGGATTTGGGTCTGGAGTTTACACCAGTA---CAATGCTTATATGAAAC 1017 
eucalipto CCAGAAGCTGAAAGACTTGGGGCTCGAGTTCACCCCGGTGAAGCAGTGCCTGTACGAAAC 935 
 *** ***** ** ** ***** ** ***** ** ** ** ** *** * ** ***** 
 
tabaco GGTGAAGAGTCTACAAGAGAAAGGTCACCTTCCAATTCCTACTCAAAAGGATGAGATTAT 1077 
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eucalipto TGTCAAGAGCTTGCAGGAGAAAGGCCACCTACCCGTCCCTCCCCCGCCGGAAGATTCGGT 995 
 ** ***** * ** ******** ***** ** * *** * * *** ** * 
 
tabaco TCGAATTCAGTCTGAGAAATTCAGAAGCTCTTAGCATGTATTGAGGAAAAGGGATCAATG 1137 
eucalipto GCGTATTCAGG--GATGA------------------------------------------ 1011 
 ** ****** ** * 
 
tabaco GTTAAAGTTGACCATGGCGTTGTCCCTTTATGTACCAAGACCAAATGCACCTAGAAATTT 1197 
eucalipto ------------------------------------------------------------ 
 
 
tabaco ACTTGTCTACTCTGTTGTACTTTTACTTGTCATGGAAATGTTTTTAGTGTTTTCATTGTT 1257 
eucalipto ------------------------------------------------------------ 
 
 
tabaco ATGAGATATATTTTGGTGTAAAAAAAAAAAAAAAAA 1293 
eucalipto ------------------------------------ 
 
Figura 5.1: Alinhamento das seqüências dos cDNAs de CCR de E. saligna e N. tabacum 
utilizando  o  programa  ClustalW  disponível  em  http://www.ebi.ac.uk/clustalw/#.  A 
seqüência de cDNA de  CCR de N. tabacum está disponível no GenBank sob o código de 
acesso A47101, enquanto a seqüência do  cDNA  de E. saligna foi  deduzida a  partir da 
seqüência genômica depositada no GenBank (Zago, 2001; código de acesso AF297877). 
 
 
Em conclusão, os resultados obtidos no presente trabalho diferem bastante daqueles 
relatados na literatura. A utilização de seqüências genômicas de ccr e cad de E. saligna 
para alterar  os teores de ligninas usando asRNA ou  co-supressão (construções senso) 
parecem ter um efeito bastante suave sobre o fenótipo das plantas, como originalmente 
suposto. Caso as análises restantes indiquem uma pequena alteração na composição ou nos 
teores dos polímeros de ligninas, este resultado indicaria que a abordagem utilizada nesse 
trabalho é bastante adequada para a obtenção de um produto biotecnológico. Como visto 
na seção 1.2.5,  a  redução  em  pequenas proporções  das  quantidades  de  monolignóis  na 
composição  das ligninas  já  resultaria  em uma  grande  economia  para a  indústria,  e as 
plantas geradas também  seriam  mais  adequadas,  pois apresentariam menores alterações 
fenotípicas que poderiam prejudicar seu desempenha a campo. É fundamental, portanto, na 
continuidade deste trabalho, avaliar todas as plantas transgênicas quanto a quantidade e a 
atividade das enzimas CCR e CAD (imunodetecção e ensaios enzimáticos), os níveis de 
mRNA (RT-PCR ou Northern blot) e os níveis de ligninas e constituintes (tiacidólise ou 
NIRS). 
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pSK+cad
5220 bp
Amp
cad
Bam
H I (2978)
Eco
R I (2960)
Sma
 I (2974)
Xma
 I (2972)
Bgl
 II (1014)
Kpn
 I (657)
Not
 I (2997)
Sal
 I (674)
Xba
 I (2990)
Hin
d III (689)
Hin
d III (2945)
Nco
 I (2196)
Nco
 I (2448)
Pst
 I (1296)
Pst
 I (2970)
Hinc
 II (676)
Hinc
 II (2875)
Sac
 I (2288)
Sac
 I (3018)
Xho
 I (668)
Xho
 I (1506)
Xho
 I (2894)
 
 
 
Anexo I: Mapa do vetor pSK+ (código de acesso da seqüência no GenBank: X52328) 
contendo o  gene cad (código de  acesso da seqüência no  GenBank:  AF294793). (Amp) 
gene de resistência bacteriana ao antibiótico ampicilina. Mapa gerado com o emprego do 
software Vector NTI 4.0. 
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pUC18ccr1400
4118 bp
AP
r
ccr1400
ORI
Bam
H I (1850)
Eco
R I (397)
Hin
d III (1880)
Eco
 RV (1233)
Kpn
 I (413)
Sac
 I (407)
Xho
 I (581)
Pst
 I (1321)
Pst
 I (1872)
Hinc
 II (1819)
Hinc
 II (1864)
Sal
 I (1817)
Sal
 I (1862)
Xba
 I (1244)
Xba
 I (1856)
 
 
Anexo II: Mapa do vetor pUC18 (código de acesso da seqüência no GenBank: L08752) 
contendo o fragmento ccr1400 (código de acesso da seqüência no GenBank: AF297877). 
(APr)  gene  de  resistência  bacteriana  ao  antibiótico  ampicilina.  (ORI)  Origem  de 
replicação. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pUC18ccr1600
4314 bp
AP
r
ccr1600
ORI
Bam
H I (2046)
Hin
d III (2076)
Pst
 I (2068)
Bgl
 II (1879)
Kpn
 I (413)
Sac
 I (407)
Xba
 I (2052)
Nco
 I (784)
Nco
 I (994)
Sal
 I (632)
Sal
 I (2058)
Eco
R I (397)
Eco
R I (1504)
Eco
R I (1979)
Hinc
 II (634)
Hinc
 II (684)
Hinc
 II (841)
Hinc
 II (864)
Hinc
 II (2060)
 
 
 
Anexo III: Mapa do vetor pUC18 (código de acesso da seqüência no GenBank: L08752) 
contendo o fragmento ccr1600 (código de acesso da seqüência no GenBank: AF297877). 
(APr)  gene  de  resistência  bacteriana  ao  antibiótico  ampicilina.  (ORI)  Origem  de 
replicação. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pMOG463cadsenso
5979 bp
AP
r
cad
CaMV 35S
ORI
Nos terminator
Bam
H I (3477)
Hin
d III (1283)
Pst
 I (1890)
Bgl
 II (1608)
Xho
 I (2100)
Nco
 I (2790)
Nco
 I (3042)
Sac
 I (401)
Sac
 I (2882)
Sac
 I (3744)
 
 
 
Anexo IV: Mapa do vetor pMOG463cadsenso. (APr) gene de resistência bacteriana ao 
antibiótico ampicilina. (ORI) Origem de replicação. (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. 
(Nos terminator) terminador nos. Estrutura do vetor pMOG463 baseada em informações do 
fabricante.  Gene  cad  (código  de acesso da  seqüência  no GenBank:  AF294793).  Mapa 
gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pMOG463cadantisenso
5977 bp
AP
r
cad
CaMV 35S
ORI
Nos terminator
Bam
H I (3475)
Hin
d III (3450)
Pst
 I (2851)
Bgl
 II (3125)
Xho
 I (2633)
Nco
 I (1691)
Nco
 I (1943)
Sac
 I (401)
Sac
 I (1859)
Sac
 I (3742)
 
 
 
Anexo V: Mapa do vetor pMOG463cadantisenso. (APr) gene de resistência bacteriana ao 
antibiótico ampicilina. (ORI) Origem de replicação. (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. 
(Nos terminator) terminador nos. Estrutura do vetor pMOG463 baseada em informações do 
fabricante.  Gene  cad  (código  de acesso da  seqüência  no GenBank:  AF294793).  Mapa 
gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pMOG463ccr1400senso
5247 bp
AP
r
ccr1400
CaMV 35S
ORI
Nos terminator
Eco
 RV (1917)
Xho
 I (2565)
Bam
H I (1296)
Bam
H I (2745)
Pst
 I (1282)
Pst
 I (1833)
Hinc
 II (1286)
Hinc
 II (1331)
Sac
 I (401)
Sac
 I (3012)
Sal
 I (1284)
Sal
 I (1329)
Xba
 I (1290)
Xba
 I (1902)
 
 
 
Anexo VI: Mapa do vetor pMOG463ccr1400senso. (APr) gene de resistência bacteriana 
ao antibiótico ampicilina. (ORI) Origem de replicação. (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. 
(Nos terminator) terminador nos. Estrutura do vetor pMOG463 baseada em informações do 
fabricante.  Gene  ccr (código  de acesso  da seqüência  no GenBank: AF297877).  Mapa 
gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pMOG463ccr1400antisenso
5247 bp
AP
r
ccr1400
CaMV 35S
ORI
Nos terminator
Eco
 RV (2090)
Xho
 I (1438)
Bam
H I (2707)
Bam
H I (2745)
Pst
 I (2178)
Pst
 I (2729)
Hinc
 II (2676)
Hinc
 II (2721)
Sac
 I (401)
Sac
 I (3012)
Sal
 I (2674)
Sal
 I (2719)
Xba
 I (2101)
Xba
 I (2713)
 
 
 
Anexo  VII:  Mapa  do  vetor  pMOG463ccr1400antisenso.  (APr)  gene  de  resistência 
bacteriana ao antibiótico ampicilina. (ORI) Origem de replicação. (CaMV 35S) Promotor 
CaMV 35S. (Nos terminator) terminador nos. Estrutura do vetor pMOG463 baseada em 
informações  do  fabricante.  Gene  ccr  (código  de  acesso  da  seqüência  no  GenBank: 
AF297877). Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pMOG463ccr1600senso
5210 bp
AP
r
CaMV 35S
ORI
Nos terminator
ccr1600
Bgl
 II (1449)
Xba
 I (1276)
Bam
H I (1282)
Bam
H I (2708)
Eco
R I (1349)
Eco
R I (1824)
Nco
 I (2334)
Nco
 I (2544)
Sac
 I (401)
Sac
 I (2975)
Hinc
 II (2468)
Hinc
 II (2491)
Hinc
 II (2648)
 
 
 
Anexo VIII: Mapa do vetor pMOG463ccr1600senso. (APr) gene de resistência bacteriana 
ao antibiótico ampicilina. (ORI) Origem de replicação. (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. 
(Nos terminator) terminador nos. Estrutura do vetor pMOG463 baseada em informações do 
fabricante.  Gene  ccr (código  de acesso  da seqüência  no GenBank: AF297877).  Mapa 
gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pMog 463ccr1600antisenso
5210 bp
AP
r
CaMV 35S
ORI
Nos terminator ccr1600
Bgl
 II (2517)
Xba
 I (2690)
Bam
H I (2684)
Bam
H I (2708)
Eco
R I (2142)
Eco
R I (2617)
Nco
 I (1422)
Nco
 I (1632)
Sac
 I (401)
Sac
 I (2975)
Hinc
 II (1322)
Hinc
 II (1479)
Hinc
 II (1502)
 
 
 
Anexo  IX:  Mapa  do  vetor  pMOG463ccr1600antisenso.  (APr)  gene  de  resistência 
bacteriana ao antibiótico ampicilina. (ORI) Origem de replicação. (CaMV 35S) Promotor 
CaMV 35S. (Nos terminator) terminador nos. Estrutura do vetor pMOG463 baseada em 
informações  do  fabricante.  Gene  ccr  (código  de  acesso  da  seqüência  no  GenBank: 
AF297877). Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pMOG463ccr2800antisenso
6590 bp
AP
r
CaMV 35S
ORI
Nos terminator
CCR2800
Bam
H I (4088)
Pst
 I (2178)
Bgl
 II (3921)
Eco
 RV (2090)
Sal
 I (2674)
Xba
 I (2101)
Xho
 I (1438)
Eco
R I (3546)
Eco
R I (4021)
Nco
 I (2826)
Nco
 I (3036)
Sac
 I (401)
Sac
 I (4355)
Hinc
 II (2676)
Hinc
 II (2726)
Hinc
 II (2883)
Hinc
 II (2906)
 
 
 
Anexo X: Mapa do vetor pMOG463ccr2800antisenso. (APr) gene de resistência bacteriana 
ao antibiótico ampicilina. (ORI) Origem de replicação. (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. 
(Nos terminator) terminador nos. Estrutura do vetor pMOG463 baseada em informações do 
fabricante.  Gene  ccr (código  de acesso  da seqüência  no GenBank: AF297877).  Mapa 
gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pMOG 463
3780 bp
AP
r
CaMV 35S
ORI
Nos terminator
Bam
H I (1278)
Eco
 RV (1270)
Sac
 I (401)
Sac
 I (1545)
 
 
 
Anexo  XI:  Mapa  do  vetor  MOG463.  Estrutura  do  vetor  pMOG463  baseada  em 
informações do fabricante. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pCAMBIA2300
8742 bp
Kanamycin (R)
Kanamicin (R)
LacZ alpha 
T-Border (left)
T-Border (R)
CaMV35S polyA
CaMV 35S promoter
pBR322 ori
Bam
H I (8380)
Eco
R I (8359)
Hin
d III (8410)
Nco
 I (7301)
Pst
 I (8402)
Sma
 I (8377)
Xma
 I (8375)
Bgl
 II (7316)
Kpn
 I (8375)
Sac
 I (8369)
Sal
 I (8392)
Xba
 I (8386)
Eco
 RV (5056)
Eco
 RV (7464)
Xho
 I (6451)
Xho
 I (7329)
Hinc
 II (572)
Hinc
 II (1974)
Hinc
 II (8394)
Not
 I (884)
Not
 I (2416)
Not
 I (3706)
 
 
 
Anexo XII: Mapa do vetor pCAMBIA2300 (código de acesso da seqüência no GenBank: 
AF234315).  (T-Border  (R))  Borda  direita  do  T-DNA.  (LacZ  alpha)    Gene  da  β-
galactosidase.  (CaMV 35S  promoter)  promotor CaMV  35S.  (Kanamicin  (R)) Gene  de 
resistência  ao  antibiótico  canamicina.  (CaMV35S  polyA)  Sinal  de  poli-adenilação  do 
CaMV  35S.  (T-Border  (left))  Borda  esquerda  do  T-DNA.  (pBR322  ori)  Origem  de 
replicação. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pCAMBIA2300cadsenso
12085 bp
Kanamycin (R)
Kanamicin (R)
cad
T-Border (left)
T-Border (R)
CaMV35S polyA
CaMV 35S promoter
PlacZ
CaMV 35S
pBR322 ori
Nos terminator
Eco
R I (8359)
Sma
 I (11720)
Xma
 I (11718)
Kpn
 I (11718)
Sal
 I (11735)
Xba
 I (11729)
Bam
H I (11445)
Bam
H I (11723)
Hin
d III (9251)
Hin
d III (11753)
Pst
 I (9858)
Pst
 I (11745)
Bgl
 II (7316)
Bgl
 II (9576)
Eco
 RV (5056)
Eco
 RV (7464)
Nco
 I (7301)
Nco
 I (10758)
Nco
 I (11010)
Hinc
 II (572)
Hinc
 II (1974)
Hinc
 II (11737)
Not
 I (884)
Not
 I (2416)
Not
 I (3706)
Sac
 I (8369)
Sac
 I (10850)
Sac
 I (11712)
Xho
 I (6451)
Xho
 I (7329)
Xho
 I (10068)
 
 
 
Anexo XIII: Mapa do vetor pCAMBIAcadsenso. (T-Border (R)) Borda direita do T-DNA. 
(CaMV  35S)  Promotor  CaMV  35S.  (Nos  terminator)  terminador  nos.  (CaMV  35S 
promoter)  promotor  CaMV  35S.  (Kanamicin  (R))  Gene  de  resistência  ao  antibiótico 
canamicina. (CaMV35S polyA) Sinal de poli-adenilação do CaMV 35S. (T-Border (left)) 
Borda  esquerda  do  T-DNA.  (pBR322  ori)  Origem  de  replicação.  Código  de  acesso  da 
seqüência do  pCAMBIA2300 no  GenBank:  AF234315. Código de  acesso  de  cad  no 
GenBank:  AF294793.  Mapa  gerado  com  o  emprego  do  software  Vector  NTI  4.0.




[image: alt] 
121
 

pCAMBIA2300cadantisenso
12083 bp
Kanamycin (R)
Kanamicin (R)
cad
T-Border (left)
T-Border (R)
CaMV35S polyA
CaMV 35S promoter
PlacZ
CaMV 35S
pBR322 ori
Nos terminator
Eco
R I (8359)
Sma
 I (11718)
Xma
 I (11716)
Kpn
 I (11716)
Sal
 I (11733)
Xba
 I (11727)
Bam
H I (11443)
Bam
H I (11721)
Hin
d III (11418)
Hin
d III (11751)
Pst
 I (10819)
Pst
 I (11743)
Bgl
 II (7316)
Bgl
 II (11093)
Eco
 RV (5056)
Eco
 RV (7464)
Nco
 I (7301)
Nco
 I (9659)
Nco
 I (9911)
Hinc
 II (572)
Hinc
 II (1974)
Hinc
 II (11735)
Not
 I (884)
Not
 I (2416)
Not
 I (3706)
Sac
 I (8369)
Sac
 I (9827)
Sac
 I (11710)
Xho
 I (6451)
Xho
 I (7329)
Xho
 I (10601)
 
 
Anexo XIV: Mapa do vetor pCAMBIAcadantisenso. (T-Border (R)) Borda direita do T-
DNA. (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. (Nos terminator) terminador nos. (CaMV 35S 
promoter) promotor CaMV 35S. (Kanamicin (R)) Gene de resistência ao antibiótico 
canamicina. (CaMV35S polyA) Sinal de poli-adenilação do CaMV 35S. (T-Border (left)) 
Borda esquerda do T-DNA. (pBR322 ori) Origem de replicação. Código de acesso da 
seqüência do pCAMBIA2300 no GenBank: AF234315. Código de acesso de cad no 
GenBank: AF294793. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0.
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pCAMbIA2300ccr1400senso
11353 bp
Kanamycin (R)Kanamicin (R)
ccr1400
T-Border (left)
T-Border (R)
CaMV35S polyA
CaMV 35S promoter
PlacZ
CaMV 35S
pBR322 ori
Nos terminator
Eco
R I (8359)
Hin
d III (11021)
Nco
 I (7301)
Sma
 I (10988)
Xma
 I (10986)
Bgl
 II (7316)
Kpn
 I (10986)
Sac
 I (8369)
Sac
 I (10980)
Bam
H I (9264)
Bam
H I (10713)
Bam
H I (10991)
Pst
 I (9250)
Pst
 I (9801)
Pst
 I (11013)
Eco
 RV (5056)
Eco
 RV (7464)
Eco
 RV (9885)
Not
 I (884)
Not
 I (2416)
Not
 I (3706)
Sal
 I (9252)
Sal
 I (9297)
Sal
 I (11003)
Xba
 I (9258)
Xba
 I (9870)
Xba
 I (10997)
Xho
 I (6451)
Xho
 I (7329)
Xho
 I (10533)
Hinc
 II (572)
Hinc
 II (1974)
Hinc
 II (9254)
Hinc
 II (9299)
Hinc
 II (11005)
 
Anexo XV: Mapa do vetor pCAMBIAccr1400senso. (T-Border (R)) Borda direita do T-
DNA.  (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. (Nos terminator) terminador nos. (CaMV 35S 
promoter)  promotor  CaMV  35S.  (Kanamicin  (R))  Gene  de  resistência  ao  antibiótico 
canamicina. (CaMV35S polyA) Sinal de poli-adenilação do CaMV 35S. (T-Border (left)) 
Borda  esquerda  do  T-DNA.  (pBR322  ori)  Origem  de  replicação.  Código  de  acesso  da 
seqüência  do  pCAMBIA2300  no  GenBank:  AF234315.  Código  de  acesso  de  ccr  no 
GenBank: AF297877. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pCAMBIA2300ccr1400antisenso
11353 bp
Kanamycin (R)Kanamicin (R)
ccr1400
T-Border (left)
T-Border (R)
CaMV35S polyA
CaMV 35S promoter
PlacZ
CaMV 35S
pBR322 ori
Nos terminator
Eco
R I (8359)
Hin
d III (11021)
Nco
 I (7301)
Sma
 I (10988)
Xma
 I (10986)
Bgl
 II (7316)
Kpn
 I (10986)
Sac
 I (8369)
Sac
 I (10980)
Bam
H I (10675)
Bam
H I (10713)
Bam
H I (10991)
Pst
 I (10146)
Pst
 I (10697)
Pst
 I (11013)
Eco
 RV (5056)
Eco
 RV (7464)
Eco
 RV (10058)
Not
 I (884)
Not
 I (2416)
Not
 I (3706)
Sal
 I (10642)
Sal
 I (10687)
Sal
 I (11003)
Xba
 I (10069)
Xba
 I (10681)
Xba
 I (10997)
Xho
 I (6451)
Xho
 I (7329)
Xho
 I (9406)
Hinc
 II (572)
Hinc
 II (1974)
Hinc
 II (10644)
Hinc
 II (10689)
Hinc
 II (11005)
 
 
Anexo XVI: Mapa do vetor pCAMBIAccr1400antisenso. (T-Border (R)) Borda direita do 
T-DNA.  (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. (Nos terminator) terminador nos. (CaMV 
35S promoter) promotor CaMV 35S. (Kanamicin (R)) Gene de resistência ao antibiótico 
canamicina. (CaMV35S polyA) Sinal de poli-adenilação do CaMV 35S. (T-Border (left)) 
Borda  esquerda  do  T-DNA.  (pBR322  ori)  Origem  de  replicação.  Código  de  acesso  da 
seqüência  do  pCAMBIA2300  no  GenBank:  AF234315.  Código  de  acesso  de  ccr  no 
GenBank: AF297877. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pCAMBIA2300ccr1600senso
11316 bp
Kanamycin (R)
Kanamicin (R)
T-Border (left)
T-Border (R)
CaMV35S polyA
CaMV 35S promoter
PlacZ
CaMV 35S
pBR322 ori
Nos terminator
ccr1600
Hin
d III (10984)
Pst
 I (10976)
Sma
 I (10951)
Xma
 I (10949)
Kpn
 I (10949)
Sal
 I (10966)
Bgl
 II (7316)
Bgl
 II (9417)
Eco
 RV (5056)
Eco
 RV (7464)
Sac
 I (8369)
Sac
 I (10943)
Xba
 I (9244)
Xba
 I (10960)
Xho
 I (6451)
Xho
 I (7329)
Bam
H I (9250)
Bam
H I (10676)
Bam
H I (10954)
Eco
R I (8359)
Eco
R I (9317)
Eco
R I (9792)
Nco
 I (7301)
Nco
 I (10302)
Nco
 I (10512)
Not
 I (884)
Not
 I (2416)
Not
 I (3706)
Hinc
 II (572)
Hinc
 II (1974)
Hinc
 II (10436)
Hinc
 II (10459)
Hinc
 II (10616)
Hinc
 II (10968)
 
 
Anexo XVII: Mapa do vetor pCAMBIAccr1600senso. (T-Border (R)) Borda direita do T-
DNA.  (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. (Nos terminator) terminador nos. (CaMV 35S 
promoter)  promotor  CaMV  35S.  (Kanamicin  (R))  Gene  de  resistência  ao  antibiótico 
canamicina. (CaMV35S polyA) Sinal de poli-adenilação do CaMV 35S. (T-Border (left)) 
Borda  esquerda  do  T-DNA.  (pBR322  ori)  Origem  de  replicação.  Código  de  acesso  da 
seqüência  do  pCAMBIA2300  no  GenBank:  AF234315.  Código  de  acesso  de  ccr  no 
GenBank: AF297877. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 
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pCAMBIA2300ccr1600antisenso
11316 bp
Kanamycin (R)
Kanamicin (R)
T-Border (left)
T-Border (R)
CaMV35S polyA
CaMV 35S promoter
PlacZ
CaMV 35S
pBR322 ori
Nos terminator
ccr1600
Hin
d III (10984)
Pst
 I (10976)
Sma
 I (10951)
Xma
 I (10949)
Kpn
 I (10949)
Sal
 I (10966)
Bgl
 II (7316)
Bgl
 II (10485)
Eco
 RV (5056)
Eco
 RV (7464)
Sac
 I (8369)
Sac
 I (10943)
Xba
 I (10658)
Xba
 I (10960)
Xho
 I (6451)
Xho
 I (7329)
Bam
H I (10652)
Bam
H I (10676)
Bam
H I (10954)
Eco
R I (8359)
Eco
R I (10110)
Eco
R I (10585)
Nco
 I (7301)
Nco
 I (9390)
Nco
 I (9600)
Not
 I (884)
Not
 I (2416)
Not
 I (3706)
Hinc
 II (572)
Hinc
 II (1974)
Hinc
 II (9290)
Hinc
 II (9447)
Hinc
 II (9470)
Hinc
 II (10968)
 
 
Anexo XVIII: Mapa do vetor pCAMBIAccr1600antisenso. (T-Border (R)) Borda direita 
do T-DNA.  (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. (Nos terminator) terminador nos. (CaMV 
35S promoter) promotor CaMV 35S. (Kanamicin (R)) Gene de resistência ao antibiótico 
canamicina. (CaMV35S polyA) Sinal de poli-adenilação do CaMV 35S. (T-Border (left)) 
Borda  esquerda  do  T-DNA.  (pBR322  ori)  Origem  de  replicação.  Código  de  acesso  da 
seqüência  do  pCAMBIA2300  no  GenBank:  AF234315.  Código  de  acesso  de  ccr  no 
GenBank: AF297877. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 




[image: alt] 
126
 

pCAMBIA2300ccr2800antisenso
12696 bp
Kanamycin (R)
Kanamicin (R)
T-Border (left)
T-Border (R)
CaMV35S polyA
CaMV 35S promoter
PlacZ
CaMV 35S
pBR322 ori
Nos terminator
CCR2800
Hin
d III (12364)
Sma
 I (12331)
Xma
 I (12329)
Kpn
 I (12329)
Bam
H I (12056)
Bam
H I (12334)
Pst
 I (10146)
Pst
 I (12356)
Bgl
 II (7316)
Bgl
 II (11889)
Sac
 I (8369)
Sac
 I (12323)
Sal
 I (10642)
Sal
 I (12346)
Xba
 I (10069)
Xba
 I (12340)
Eco
R I (8359)
Eco
R I (11514)
Eco
R I (11989)
Nco
 I (7301)
Nco
 I (10794)
Nco
 I (11004)
Eco
 RV (5056)
Eco
 RV (7464)
Eco
 RV (10058)
Not
 I (884)
Not
 I (2416)
Not
 I (3706)
Xho
 I (6451)
Xho
 I (7329)
Xho
 I (9406)
Hinc
 II (572)
Hinc
 II (1974)
Hinc
 II (10644)
Hinc
 II (10694)
Hinc
 II (10851)
Hinc
 II (10874)
Hinc
 II (12348)
 
Anexo XIX: Mapa do vetor pCAMBIAccr2800antisenso. (T-Border (R)) Borda direita do 
T-DNA.  (CaMV 35S) Promotor CaMV 35S. (Nos terminator) terminador nos. (CaMV 
35S promoter) promotor CaMV 35S. (Kanamicin (R)) Gene de resistência ao antibiótico 
canamicina. (CaMV35S polyA) Sinal de poli-adenilação do CaMV 35S. (T-Border (left)) 
Borda  esquerda  do  T-DNA.  (pBR322  ori)  Origem  de  replicação.  Código  de  acesso  da 
seqüência  do  pCAMBIA2300  no  GenBank:  AF234315.  Código  de  acesso  de  ccr  no 
GenBank: AF297877. Mapa gerado com o emprego do software Vector NTI 4.0. 




[image: alt]Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )
 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
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Baixar livros de Ciências da Saúde
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Baixar livros de Direito
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Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
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Baixar livros de História
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