A BIOTECNOLOGIA NO

SETOR FLORESTAL

Carlos Alberto Labate

biotecnologia estd revolucionando a atividade humana
nas mais diversas dreas. No setor florestal, as novas tec-
nologias, como transgenia, genémica, proteébmica e bioinfor-
mdtica, estdo sendo rapidamente incorporadas. A associagdo
dessas tecnologias aos programas de melhoramento convenci-
onal de drvores pode acelerar o processo de obtengcdo de
madeiras de melhor qualidade. Arvores com conteiido reduzi-
do ou composi¢do alterada de lignina, por exemplo, sdo de-
sejdveis para o setor de papel e celulose, pois representam
custos menores no processo de produgdo, além de eliminagcdo
dos danos ambientais causados pelos rejeitos. Qutro exemplo
de aplica¢do das novas tecnologias é a possibilidade de se-
giienciamento de cDNAs (ESTs — Expressed Sequence Tags),
de diferentes tecidos da drvore. A gendmica e a bioinfor-
mdtica, em conjunto, oferecem a oportunidade de isolamento
de centenas de genes marcadores que apresentam expressao
diferencial. Convém, portanto, examinar os aspectos do me-
tabolismo dos fenilpropandides e as estratégias utilizadas por
vdrios grupos de pesquisa para diminuir a atividade de
enzimas regulatorias da biossintese da lignina, bem como o
potencial de aplica¢do das técnicas de genémica funcional em
florestas.
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A biotecnologia no setor florestal

A crescente demanda por madeira nas diversas atividades
humanas — industria da construcdo, fabricagdo de mdveis, ener-
gia, papel e celulose, entre outras — tem resultado na diminuigao
das reservas de florestas naturais em diversos paises, principal-
mente nas regides tropicais. A necessidade de suprir os mercados
consumidores com essa commodity e a pressdo existente nos
paises em desenvolvimento para expandir as fronteiras agricolas,
representam uma forte ameaca a preservacdo das florestas natu-
rais. A solugdo desse problema requer um esforgo global de esti-
mulo aos paises em desenvolvimento com vistas a aumentar as
areas reflorestadas. Entretanto, o aumento da explora¢do da madeira
proveniente de reflorestamento vai depender da qualidade do produto,
que deve ser suficiente para concorrer com as espécies nativas.

O mercado global de madeira, para as diferentes finalida-
des, representa cerca de 2% da economia mundial, com previsio
de crescimento acentuado para os proximos anos.! Esse cresci-
mento estd associado as necessidades especificas de cada ativida-
de. Por exemplo, em alguns setores como o da indistria de
moveis e constru¢do, hd uma forte demanda por madeiras espe-
ciais, com uniformidade de coloragdo, boa resisténcia e alta den-
sidade. Na industria de papel e celulose, a diminui¢do do contetido
de lignina é uma das caracteristicas desejadas. Na drea florestal,
a precocidade para colheita, uniformidade da madeira e resisténcia
a doencas e pragas, sdo exemplos do que se deseja. Essas novas
demandas da industria exigem investimentos em programas de
melhoramento no setor florestal, na busca de arvores mais pro-
dutivas e de melhor qualidade.

A aplicagdo dos métodos convencionais de melhoramento
na érea florestal apresenta sérias limitagdes, principalmente devido
ao tempo necessdrio para completar cada geragdo de cruzamentos
e obteng¢do de progénies segregantes, na maioria dos casos, al-
guns anos. Além disso, a sele¢do de caracteres como qualidade da
madeira, padrdo de crescimento e produtividade, s6 podem ser
avaliados no final do ciclo de cultivo. A introdugdo das tecno-
logias do DNA pode acelerar o processo de sele¢do. Por exemplo,
a selec¢do assistida por marcadores moleculares (AFLP, RAPD e
SSR) para a identificagdo de marcadores associados a caracteres
quantitativos (QTLs), como resisténcia a doengas, qualidade da
madeira, e o uso de técnicas de transgenia para a introdugdo de
genes especificos, via transformacgdo genética, sdo algumas das
metodologias que podem ser aplicadas. Além disso, o rdpido de-
senvolvimento das areas de GenOmica, Protedmica e Bioinfor-
maética estdo revolucionando a biologia, possibilitando a identifica-
¢do e clonagem de uma série de genes de interesse em tempo
relativamente curto. A drea florestal ja estd se beneficiando de
todos esses avangos, razdo suficiente para justificar o exame de
alguns aspectos da aplicagido dessas tecnologias, com énfase no
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uso da transgenia para alterar a biossintese da lignina em arvores
e da genomica para a identificagdo de genes de interesse.

Uso das técnicas de transgenia para
alterar a biossintese da lignina

A qualidade da madeira depende da sua composi¢do quimi-
ca e propriedades fisicas. Seus principais componentes sdo celu-
lose, hemiceluloses e ligninas. A celulose € o mais abundante,
constituindo cerca de 50% do peso seco da madeira.? As hemice-
luloses ocorrem em menor propor¢do, de 20 a 30% dos polissa-
carideos ndo celuldsicos, enquanto as ligninas representam de 15
a 36% do peso seco da madeira.®> A alteragdo da biossintese das
ligninas tem despertado grande interesse da industria de papel e
celulose, em razdo da sua interferéncia na qualidade do papel e da
necessidade de elimind-la da pasta celuldsica, que acarreta aumen-
to nos custos de produgdo e danos ao meio ambiente.

O conhecimento das vias de biossintese de compostos se-
cunddrios nas plantas, como a lignina, permitiu o desenvolvimento
de vdrias estratégias moleculares para diminuir o conteido e alte-
rar a composi¢do desse polimero. A biossintese das ligninas ini-
cia-se na via do Shiquimato, com a condensagido dos precursores
fosfoenolpiruvato e eritrose 4-fosfato, catalisada pela enzima 3-
desoxi-D-arabino-heptulosonato-7 fosfato sintase (DAHP sintase).
Nesse processo, trés aminodcidos aromdticos sdo formados: feni-
lalanina, tirosina e triptofano. A fenilalanina € desaminada pela
enzima fenil alanina amonio-liase (PAL), formando 4cido cindmico
e NH,. A partir do écido cinamico, tem-se a formagdo de uma
série de compostos intermedidrios até a sintese de trés dlcoois
monomeéricos (monolignols): comaril, coniferil e sinapil. A acgdo de
enzimas oxidativas como as peroxidases, lacases e fenoloxidases
promove a polimeriza¢do dos monolignols, produzindo trés tipos
de ligninas: hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S). A proporcao
de cada um desses componentes na composi¢io final da parede
celular varia nos diferentes tecidos e entre espécies. De maneira
geral, as ligninas nas gimnospermas e pteridéfitas sdo formadas
principalmente pela polimerizagdo de guaiacil (G), enquanto nas
angiospermas dicotileddneas a predominancia € de guaiacil-siringil
(G-S). Nas monocotileddneas, observa-se a presenga dos trés
tipos, hidroxifenil-guaiacil-siringil (HGS).*

A transgenia tornou-se um poderoso instrumento para alte-
rar a expressdo de determinado gene e, conseqiientemente, 0s
niveis da respectiva enzima codificada. Assim, € possivel avaliar
o controle que cada enzima exerce sobre determinado fluxo me-
tabdlico, identificando aquelas cuja alteragio, na atividade, promo-
vem mudangas na regulacdo do metabolismo. As estratégias des-
critas a seguir tiveram como objetivos modificar a biossintese da
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lignina em trés niveis: a) no inicio do metabolismo do fenilpropa-
ndide, alterando a atividade das enzimas PAL, C4H e 4CL; b)
metilagdo dos monolignols, alterando a atividade das enzimas COMT
e F5H; c) nos passos finais da biossintese dos monolignols, mo-
dificando a expressao dos genes da CCR, CAD e lacases/peroxi-
dases Em todos esses trabalhos foram utilizadas construgdes
quiméricas de genes, tanto no sentido “sense” como ‘“‘antisense”,
variando-se a atividade das respectivas enzimas.

A introdug¢do da construgdo quimérica, contendo o gene
PAL2 de feijdo em tabaco, sob controle do promotor constitutivo
35S-CaMV, promoveu a redugio da atividade da PAL nas linha-
gens transgénicas, correspondendo a 0,2%-15% das plantas sel-
vagens.> Como conseqiiéncia, houve severa redugdo da sintese de
lignina no colmo das plantas transgénicas de tabaco e, também,
alteragdo da composi¢do monomérica, com uma baixa quantidade
de unidades G e aumento da relagdo S/G.® Os autores deste es-
tudo observaram, ainda, efeitos no desenvolvimento das plantas
além de uma maior susceptibilidade ao ataque de patdgenos. Tais
resultados sdo importantes, pois mostram a participagdo da lignina
como um fator de resisténcia ao ataque de patdgenos, funcionan-
do como uma barreira fisico-quimica a penetragdo de microrga-
nismos nas células.” Além disso, vérios estudos t¢ém demonstrado
o desencadeamento do processo de lignificagdo nas regiodes lesa-
das, como um mecanismo de resposta das plantas contra o ataque
de patégenos, principalmente fungos.?

A supressdo da atividade da cinamato-4 hidroxilase (C4H)
em plantas de tabaco foi obtida de duas formas: pela expressdo
“antisense” do cDNA completo do gene da alfalfa, e através da
superexpressdo da mesma construgdo quimérica no sentido
“sense”.® A superexpressdo do gene da alfalfa ndo causou dimi-
nui¢cdo do conteido de lignina ou mudanga na sua composi¢do
monomérica. Por outro lado, a reducio da atividade dessa enzima
nas folhas, (a aproximadamente 35% dos valores encontrados nas
plantas controle) via “antisense”, resultou em decréscimo do
conteido de lignina e da relagdao S/G.'°

A redugio da atividade da 4-comarato:CoA ligase (4CL) foi
obtida em plantas de tabaco pela supressdo do(s) gene(s) endo-
geno(s), tanto para constru¢des quiméricas utilizadas no sentido
“sense”, como “antisense”.!' Plantas com menor atividade dessa
enzima apresentaram diminui¢o do contetdo de lignina, com forte
coloragdo marron do xilema, diferente do padrdo branco-amarelado
encontrado nas plantas controle. Essas alteragées indicam que a
lignina presente no xilema estd bastante condensada. Recentemente
foram produzidas plantas transgénicas de Populus que expressam o
gene quimérico PtCLI (4CL) da espécie no sentido “antisense”,
sob o controle do promotor 35S-CaMV.!? Quatro dessas plantas
apresentaram severa reducio na quantidade do RNAm, promoven-
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do reducio de 90% da atividade dessa enzima no xilema e de 45%
do contetdo total de lignina, em relagdo ao controle. As plantas
apresentaram ainda um aumento compensatério de 15% no con-
teddo de celulose, tornando a relagdo lignina/celulose praticamente
inalterada. Além dessas mudangas, as drvores com menor ativida-
de da 4CL tiveram aumento da biomassa das folhas, caule e raiz.

Outra enzima envolvida no processo de metilacdo dos
monolignols € a ferulato S-hidroxilase (FSH). Meyer e colabora-
dores superexpressaram o gene da F5SH sob o controle do promo-
tor da C4H, numa linhagem mutante de Arabidopsis (f5h).* A
expressdo ectopica desse gene levou a formagdo de uma nova
lignina, composta principalmente por unidades S, sem promover
a reducdo do conteido total de lignina.

A alteragio do fluxo metabdlico na fase final da biossintese
da lignina foi obtida com a diminuig¢do da atividade das enzimas
cianamil dlcool desidrogenase (CAD) e cinamoil-CoA redutase
(CCR). Halpin et al. introduziram uma constru¢do quimérica con-
tendo o cDNA da CAD de tabaco no sentido “antisense”, sob o
controle do promotor 35S-CaMV.!* Duas linhagens transgénicas
apresentaram redugdo da atividade da CAD entre 7 e 20% em
relagdo aos controles. Apesar da forte redugdo da atividade dessa
enzima, ndo houve alteracio do conteido de lignina, embora a
composi¢do tenha sido modificada. As plantas expressando o
“antisense” incorporaram um menor nimero de mondmeros deri-
vados do dlcool cianamil na parede celular. Houve substitui¢ao pre-
ferencial por um mondmero cianamil, derivado de aldeidos. Resul-
tados semelhantes foram obtidos com Populus.’> Nesse caso, a
extra¢io da lignina foi facilitada em razio do aumento no conteido
de aldeidos. Ralph er al. também observaram alteragdes na compo-
sicdo da lignina quando expressaram o ‘“‘antisense” do gene homo-
logo da enzima CAD em plantas de tabaco.'® As plantas com
reducdo da atividade CAD ndo mostraram diferengas no conteido
total de lignina, embora a composi¢do tenha sido alterada. Houve
reduciio dos derivados dos dlcoois coniferil e sinapil, que foi com-
pensada pelo aumento nos niveis de benzoaldeidos e cinamaldeidos.

O efeito da redugdo da atividade da cinamoil-CoA redutase
(CCR) foi avaliado em plantas de tabaco utilizando o “antisense” do
cDNA isolado de Eucalyptus gunni, sob o controle do promotor 35S-
CaMV."7 Os transformantes primdrios apresentaram boa relag@o entre
a diminui¢do na expressio do gene e redug¢do da atividade da
enzima. O conteddo de lignina foi bastante reduzido nas linhagens
com menor atividade da CCR. A composi¢do da lignina também
se alterou, aumentando a relacdo S/G, principalmente devido a
reducdo na quantidade de guaiacil, além de outros compostos
fendlicos. Na linhagem com maior redu¢do da expressdo do gene,
o desenvolvimento da planta foi bastante afetado, com reduc¢io no
tamanho, morfologia anormal das folhas e colapso dos vasos. A
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diminuigdo da atividade da CCR também foi investigada,'® expressan-
do o “antisense” do gene homdlogo em plantas de tabaco. Da mesma
forma que no trabalho anterior, as plantas com maior reducdo na
atividade da enzima apresentaram redugdo significativa no conteu-
do de lignina e alteragdo da composi¢ao, com a redugdo na quan-
tidade de coniferil e aumento nos niveis de ferulato tiramina. As
plantas também apresentaram alteragdo do desenvolvimento.

A Genomica aplicada as espécies florestais

Os resultados descritos, em alguns casos contraditdrios,
mostram que o processo de lignificagdo nas plantas € bastante com-
plexo e possui forte plasticidade metabdlica. Parte dessa plasticidade
se deve as demais fun¢des que os varios componentes da parede
celular exercem nas plantas: transdugio de sinais entre células, con-
trole da morfogénese e respostas de defesa ao ataque de patdgenos
e insetos.!® Por outro lado, fica evidente que a alteragdo da biossin-
tese da lignina € possivel, entretanto, ainda ha necessidade de isolar
vérios genes que participam do processo. Os trabalhos recentes de
clonagem dos genes que atuam na formagdo das ligninas, celulose
e outros componentes da parede celular, demonstram a existéncia
de familias de genes que controlam varias isoformas das enzimas.

O crescimento da Gendmica possibilitou o seqiienciamento
de um grande nimero de ESTs (Expressed Sequence Tags) de
varias culturas, a partir de clones de cDNAs gerados ao acaso de
tecidos especificos. Essa tecnologia representa uma importante
ferramenta para o isolamento de novos genes envolvidos com a
biossintese dos componentes da parede celular. Na drea florestal,
algumas iniciativas estdo sendo feitas, como o programa de se-
qienciamento de ESTs de Pinus taeda do projeto Dendroma do
USDA e Universidade da Carolina do Norte-USA (http://
www.cbc.umn.edu/ResearchProjects/Pine/DOE.pine/index.html).
Até maio de 2000, o projeto ja& havia seqiienciado 9.715 ESTs,
disponiveis no banco de dados do CBC (Computational Biology
Centers). As primeiras avaliagdes desses programas mostram re-
sultados bastante interessantes, principalmente com relagdo a
regulacio da expressao dos genes de lignificagdo. Sterky e cola-
boradores relatam o seqiienciamento em larga escala de ESTs de
duas espécies de Populus.® O projeto teve como objetivos iden-
tificar genes relacionados a formacgdo da madeira, isolados de
diferentes tecidos. Foram produzidos 4.809 ESTs do meristema
cambial para a identificagdo de genes estruturais e genes envolvi-
dos com o controle do desenvolvimento desse tecido. Um segun-
do grupo de ESTs, no total de 883, foram produzidos da regido
de desenvolvimento do xilema. O numero total de proteinas
identificadas com fung¢des conhecidas nas duas bibliotecas foi de
820, considerando que muitos dos transcritos representam
isoformas da mesma proteina. Desse total, 164 foram identifica-
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das nas duas bibliotecas, 581 na regido de crescimento cambial e
somente 75 na regido de crescimento do xilema. Do total de genes
isolados no trabalho, apenas 4% apresentam interesse para a area
de biotecnologia florestal e estdo relacionados com a formagéo da
parede celular. A comparag@o dos genes que participam da bios-
sintese da lignina, identificados nas duas bibliotecas, mostrou di-
ferencas na funcionalidade e distribui¢do. Por exemplo, a abun-
dancia dos transcritos para a lacase foi cerca de 45 vezes maior
na regido de crescimento do xilema do que na regido cambial. Por
outro lado, a expressdo da peroxidase foi maior no tecido cambial.

Uma vez seqiienciados os varios ESTs, torna-se imprescin-
divel a andlise funcional dessa informagdo, ndo sé para a identi-
ficagdo dos genes de interesse, mas também para conhecer o
padrdo de expressao génica nos diferentes tecidos. O desenvolvi-
mento da tecnologia de “Chips” de DNA ou “Microarrays” estd
revolucionando os estudos de gendmica funcional, permitindo a
avaliagdo de milhares de genes ao mesmo tempo, de forma para-
lela. Os chips podem ser construidos com base em duas
tecnologias: a) “microarrays” de fragmentos de DNA (ESTs, por
exemplo), b) “microarrays” de oligonucleotideos. No primeiro
caso, a deposi¢do dos cDNAs numa lamina de vidro € feita por
meio de um robd capaz de imprimir milhares de pontos com
diametro entre 50 e 150 um. De maneira geral, numa drea de
vidro com 3,6 cm? podem ser depositados cerca de 10.000 ESTs,
representando, potencialmente, cerca de 10.000 genes. A segunda
tecnologia de construgdo dos chips de DNA € baseada na técnica
fotolitografica, permitindo a impressdo de segmentos de DNA
com aproximadamente 20 a 25 oligonucleotideos, sintetizados
com base nas seqiiéncias de genes conhecidos, depositadas em
bancos de gene. Essa tecnologia possibilita a impressdo de um
grande numero de seqiiéncias, entre 65.000 e 400.000 por lamina
de vidro. Uma vez produzidos, os “microarrays” sdo hibridizados
com as sondas de RNAm, preparadas a partir de duas fontes
distintas e marcadas com nucleotideos de dCTP que fluorescem
em comprimentos de onda distintos. Por exemplo, as sondas
produzidas a partir de tecidos da regido de crescimento do xilema
e da regido cambial, seriam marcadas com corantes a base de
cianina: Cy3-dCTP (amarelo) e CyS-dCTP (vermelho), respecti-
vamente. Em seguida, as sondas sdo misturadas e hibridizadas
com os “microarrays” depositados na lamina de vidro. O sinal
fluorescente emitido de cada ponto de hibridizagao, representa a
abundancia do cDNA correspondente. A emissio de fluorescéncia
¢ detectada por um microscopio confocal a laser, que faz a varre-
dura de todo o campo de distribui¢do dos “microarrays”, produzin-
do uma imagem de pontos com diferentes intensidades de luz e
cores. A imagem € entdo armazenada e processada por um com-
putador acoplado ao microscépio, obtendo-se uma informagdo
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quantitativa da expressdo génica nos diferentes tecidos analisados.

Uma caracteristica interessante dessa tecnologia € que uma
vez seqiienciados os ESTs, mesmo que ndo tenham sido anota-
dos, varias laminas podem ser produzidas contendo a mesma
distribuicio de genes. Dessa forma, o padrao de expressido génica
em diferentes tecidos pode ser comparado a uma mesma platafor-
ma de informagdes. Por exemplo, pode-se comparar o padrio de
expressdo de diferentes progénies ou clones, submetidos a defi-
ciéncia de determinado nutriente, identificando os genes que sdo
expressos ou reprimidos de maneira diferencial em relagcdo aos
controles. O objetivo desses experimentos € descobrir um nimero
limitado de genes marcadores altamente especificos para cada
tipo de tecido, estddio de desenvolvimento ou ambiente. Nesse
caso, o interesse € identificar genes que mostram uma forte indu-
¢do seletiva ou repressdo da expressdao. Uma vez caracterizado o
padrdo de expressdo génica das progénies tolerantes e suscetiveis,
essa informagdo pode ser usada para comparar novas progénies
ou clones. A tecnologia também pode ser empregada para a identi-
ficagdo de polimorfismos de genes para caracteristicas de interes-
se, como qualidade da madeira, resisténcia a estresses bidticos e
abidticos. Trata-se, portanto, de uma nova ferramenta com gran-
de potencial de aplicagdo em vdrias dreas da pesquisa florestal.

A biotecnologia aplicada as espécies florestais esta se desen-
volvendo rapidamente, principalmente devido ao interesse comerci-
al. A principal limitagdo, para a maioria das espécies, é a disponi-
bilidade de um método eficiente de transformagdo genética. Até o
momento, Populus representa o principal género de drvores gene-
ticamente transformadas, com sucesso e em larga escala. No caso
das coniferas, a principal limitagdo a transformagdo genética € a
auséncia de sistemas eficientes de regenerag@o in vitro e propaga-
¢ao clonal, para a maioria da espécies. Além disso, as coniferas sdo
pouco sensiveis a transformagdo via Agrobacterium, sendo a
biolistica a metodologia mais indicada para a transformagdo gené-
tica. O eucalipto € outro exemplo da necessidade de desenvolvi-
mento de métodos de transformagdo genética eficientes. Embora
a transformacio genética tenha sido relatada para algumas espé-
cies como E. globulus®', E. gunni e E. camaldulensis®*, utilizan-
do Agrobacterium como vetor de transferéncia, esses sistemas
ndo se mostraram eficientes para a maioria das espécies.

O desenvolvimento de programas de Genomica de arvores
e o seqlienciamento de uma grande quantidade de ESTs de dife-
rentes tecidos serd importante para o isolamento e caracterizagdo
de vdrios genes envolvidos com a qualidade da madeira, como no
caso dos processos de lignificacio, biossintese de celuloses e de
hemiceluloses. O setor florestal, por certo, poderd beneficiar-se
de forma significativa com a incorporagdo das novas tecnologias
disponiveis aos programas de melhoramento ja existentes.
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