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Sumario. A lignina corresponde a cerca de 15 a 35% do peso seco da madeira e assume papel
importante na estrutura da parede celular, e pode ser modificada facilmente através da
engenharia genética, ou por outra técnica que confira modificagdes sobre as actividades das
enzimas PAL, 4CL, C4H, C3H, OMT, F5H, CCR, CAD, que regulam as reacgdes da etapa que
antecede a polimerizac¢do da lignina. Através destas, as plantas transformam lignina siringilica
que é mais fragil estruturalmente (IFM maior), em lignina guaiacilica, a qual se mostra
estruturalmente muito mais ramificada e rigida (IFM menor). A interferéncia no controle
biossintético da lignina a nivel da organizagdo estrutural via técnicas biomoleculares pode
resolver possivelmente alguns problemas congénitos de algumas espécies madeireiras de
interesse comercial, como é o caso do Eucalipto que apresenta rachaduras apés a colheita.
Considerando que a resisténcia da parede celular depende da natureza estrutural da lignina, a
biossintese de ligninas modificadas em termos da defini¢do da arquitectura molecular dentro
da parede celular abre novas perspectivas em busca de solugdes para maior aplicabilidade da
madeira na indastria. Desta forma, o objectivo deste artigo foi propor solugdes para alguns
defeitos naturais da madeira modificando a rota biossintética da lignina Guaiacilica/Siringilica
a lignina Cumarilica/Guaiacilica, com base em técnicas de bioquimica e engenharia genética.
Palavras-chave: lignina; biossintese; biotecnologia; enzimas

Abstract. Lignin, which corresponds to approximately 15 to 35% of the dry weight of the wood,
works as a binding agent for cell wall, and could easily be modified by genetic engineering or
by other experimental techniques, affecting the activity of the PAL, 4CL, C4H, C3H, OMT, F5H,
CCR, CAD enzymes, which mediate reactions before lignin polymerization. Such techniques
will allow plants to change syringyl lignin, which is more fragile (IMF higher), into guaiacyl
lignin, which is much more rigid (IMF lower). This opens new perspectives for the control of
cracks as observed in Eucalyptus wood after harvest. Considering that the strength of the cell
wall depends on the structural lignin organization, the biosynthesis of modified lignin in terms
of molecular architecture within the cell wall opens up new possibilities in the search for
solutions for greater applications of wood in industry. In this way, the scope of this article is to
propose solution to solve some natural wood defects, suggesting changes in the biochemical
lignin pathway which transforms Guaiacyl/Syringyl lignin into Coumaryl/Guaiacyl lignin.
Key words: lignin; biosynthesis; biotechnology; enzymes

1° Autor E-mail: abreu@ufrrj.br



218

Abreu, H., et al.

Résumé. La lignine représente environ 15 a 35% du poids sec du bois et est trées importante
dans la structure de la paroi cellulaire. Elle pourrait étre facilement modifiée grace a la
génétique ou par d'autres techniques expérimentales, affectant l'activité de PAL, 4CL, C4H, C3H,
OMT, F5H, CCR, DAO, qui réglent les réactions avant polymérisation de la lignine. Grace a celles-
ci la plante transforme la lignine de syringil, qui est plus fragile (IFM plus élevé), lignine de
guayacil, qui est beaucoup plus rigide (IFM plus bas). Ce travail peut résoudre le probleme de
quelques especes a bois d'intérét commercial, comme c'est le cas pour l'eucalyptus qui présente
des fentes apres récolte. Considérant que la résistance de la paroi cellulaire dépend de la nature
structurale des lignines, la biosynthese de lignines modifiées ouvre de nouvelles perspectives
pour obtenir des solutions de meilleure applicabilité dans l'industrie du bois, basée sur la
définition structurale de l'architecture de la paroi cellulaire. De cette fagon, I'objectif de cet
article est de proposer des solutions pour quelques défauts naturels du bois en transformant le
chemin biosynthétique de la lignine, avec comme base des techniques de biochimie et du génie
génétique, transformant le Guayacil/Syringil en lignine de Coumaril/Guayacil.

Mots clés: lignine; biosynthese; biotechnologie; enzymes

Introducao

A utilizacdo da madeira confunde-se
com a propria histéria da humanidade.
Desde eras remotas o homem utiliza a
madeira para fabricar ferramentas,
utensilios domésticos, armas e instru-
mentos de trabalho (ALBUQUERQUE,
1999). Das arvores também se extraem
materiais resinosos que se aplicam a

diversas finalidades (HILLIS, 1987).
Durante a evolu¢gdo do homem,
concomitante ao desenvolvimento

N

cientifico e tecnolégico associado a
utilizacgago da  madeira, indameros
produtos tornaram-se disponiveis aos
mais variados sectores da vida moderna
(indtstria quimica, de celulose e papel,
de cosméticos, farmacéutica, construgdo
civil, entre outras).

A utilizacdo da madeira na
construgdo civil, residencial ou
comercial, é considerada sinénimo de
conforto, bem estar e praticidade, devido
as suas propriedades estética-fisico-
quimicas atenuantes. Algumas espécies,
principalmente de crescimento rapido
como eucalipto e pinus, apresentam
determinados obstaculos quanto as suas
utilizagdes, o que justifica investimentos

em busca de solugdes capazes de
optimizar tecnologicamente a utilizacao
no mais amplo espectro do mercado
consumidor.

A producdo vegetal vem sofrendo
desde o inicio do século passado, uma
transformacdo revoluciondria, iniciada
com os trabalhos de Haberlandt em 1902
(TORRES at al., 1998), com a cultura de
células somaticas de diferentes espécies
vegetais, em meios de cultura. A partir

de entdo, inumeros trabalhos, em
diferentes frentes da biotecnologia
vegetal, vém ampliando as possibili-
dades de obtencio de resultados
altamente tecnificados, tais como o
cultivo de plantas transgénicas,
inoculadas, sementes artificiais de

origem somaética, dentre outros, com
significativas vantagens para o produtor,
uma vez que uma das metas das
pesquisas é a diminuicao de consumo de
insumos nos sistemas produtivos.

Toda base para a implementacdo dos
avangos almejados desta tecnologia
emergente se baseia na identificacdo dos
genes, contidos na molécula de DNA, que
servem para ordenar a fabricagdo das
proteinas, que podem ser metaforizados
como '"tijolos da vida", denominados
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como os aminodacidos. As sequéncias dos
genes em numero de apenas 20,
combinados em sequéncias diferentes,
formam todas as proteinas usadas pelos
seres vivos, da bactéria ao ser humano,
para executar tarefas vitais. Entre os
quais a lignina exerce papel importante
na vida das arvores.

Numa visdo simplista, nos
cromossomas das células, cada gene
codifica uma proteina particular, a qual
contribui para a organizagdo da prépria
estrutura celular e do individuo como
um todo (HIGUCHI, 1997). Neste
contexto, o sistema de lignificagdo
estrategicamente estabelece fenotipica-
mente as caracteristicas morfologicas de
uma arvore, sob interferéncia de varios
factores externos de inducdo controlada
ou por engenharia genética (BOUDET e
GRIMA-PETTENATI, 1996).

O sector florestal, especialmente o
madeireiro, por ndo estar envolvido
directamente na produgdo de alimentos,
ndo deverd estar sujeito a reaccdo
popular que se opde a transformacao
genética. Por esta razdo, espera-se que, o
que ainda hoje é incipiente em termos de
aplicagdo de técnicas modernas de
biotecnologia, passe a ser incorporado
em escala na produgdo de madeira.

Contribuicao do sistema enzimatico na
via dos fenilpropanéides

Em termos de qualidade da madeira
para celulose, o maior obstaculo para a
obtencdo da polpa celulésica é a
separagdo da lignina nela presente, que
requer grande quantidade de produtos
quimicos para a sua remocao. PILATE et
al. (2002) demonstra que, em ambientes
geograficos diferentes, espécies do
género Populus, com as enzimas cinamil
dlcool  desidrogenase  (CAD)  (EC
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1.1.1.195), ou -cafeato/5-hidroxiferulato
O-metiltransferase (OMT), com activi-
dades atenuadas por técnica de
transgenia  antisense, mantiveram-se
saudéveis, sem alterar a microbiologia do
solo e a fauna, com indicadores de
crescimentos normais, portanto
apresentando todos parametros
ambientais inalterados. As respostas
esperadas para as ligninas foram
alcancadas, permitindo a obtencdo mais
facil de uma polpa celulésica de alta
qualidade e usando menor quantidade
de produtos quimicos. Por estes
resultados, os autores concluem que a
engenharia genética apresenta potencial
para a melhoria da qualidade de madeira
sem afectar o meio ambiente. Neste
sentido, se a lignina assume papel
relevante nos estudos de engenharia
genética, estes poderiam fornecer grande
contribuicdo a tecnologia da madeira,
seja por desactivacdo ou activagdo de
sistemas enzimaticos envolvidos no
processo biossintético que leva a sua
formacdao (RALPH et al, 1999 e 199§,
RALPH e HATFIEL, 1997, BOUDET et al.,
1995; BRETT e HILLMAN, 1985; BEVAN et
al., 1989). A biossintese modificada da
lignina assumida pela manipulacao
genética abre assim, novas perspectivas
dentro do sector florestal mundial.

As enzimas PAL, 4CL, C4H, C3H, OMT,
F5H, CCR e também CAD (Figura 1)
participam da formacdo dos precursores
de lignina dentro dos compartimentos
citoplasmaticos (LIEWS e SARKANEN,
1998; PREISS, 1987). A enzima CAD, por
exemplo, regula a composicdo das
ligninas G:S detectada em uma ampla
variedade de plantas, cujo o
polimorfismo sugere que a CAD
apresenta especificidade diferenciada na
composicao da lignina de Gimnospermas
e Angiospermas. Em Eucalyptus, a CAD2
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mRNA tem sido detectada em tecidos de
xilema e folhas e, em outros casos, CAD
afectou a composicdo da lignina. A
introducdo de hidroxicinamaldeido em
ligninas com actividade atenuada de
CAD alterou a cor do xilema de algumas
plantas antisense (JEON, 1997; BOUDET,
1998). Adicionalmente HIGUCHI et al.
(1994) observaram a ocorréncia de
polimerizacdo desidrogenativa através
do precursor coniferaldeido, também
associado a mudancga na cor original da
madeira, podendo isto ser usado como
ferramenta para melhorar a aceitagdo no
mercado consumidor, principalmente de
certas madeiras com pouco atractivos em
fungdo da cor original e das
propriedades  fisicas e  mecanicas
indesejaveis. A enzima CAD, que regula
a reacc¢ao de reducao do aldeido a alcool,

Abreu, H., et al.

A reducdo da actividade reguladora
do pt4CL1, codificada como 4-cumarato
coenzima A ligase (4CL), promove uma
redugdo de lignina entorno de 45% ao
mesmo tempo em que vislumbra um
aumento de 15% nos niveis de celulose
(SEDEROFF, 1999, HU et al, 1999). A
exemplo da lignina produzida por Pinus
mutante com deficiéncia de CAD,
unidades estruturais de DHCA (Alcool
diidroconiferilico) e APD (1,3-
arilpropano-diol) sdo introduzidas na
composicdo, até entdo ndo encontradas
em ligninas normais (RALPH et al., 1999).
A significante redugdo da actividade de
CCoAOMT Caffeoil CoA 3-O-metiltrans-
ferase reduziu a relagio entre
monomeros guaiacilicos e siringilicos
baixando o conteido de lignina,
mostrando a ndo obrigatoriedade do

estd também associada aos mecanismos 4cido hidroxicinamico na rota
de defesa da planta (HALBROCK e Dbiossintetica da lignina.
SHEEL, 1989).
PAL
LIGNINA S>G < oMT
F5H
LIGNINA S<G Teor de
lignina
C4H reduzido
MUDANCA DE <
COR DO LENHO 4CL
CCR
CAD

Figura 1 - Expressoes génicas de sistemas enzimaticos sobre algumas propriedades do xilema
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Em Angiospermas a enzima ferulato
5-hidroxilase (F5H) (citocromo-P450-
dependente da monoxigenase (P450)) é
requerida para a formacdo da lignina
siringilica (HUMPHREYS e CHAPPLE,
2002). O gene Pt4CL2 que se expressa na
epiderme do caule, regula a composicao
da lignina e promove uma redugdo
entorno de 45% do total originalmente
encontrado em plantas (SEDEROFF, 1999).
CCR(hidroxicinamoil-CoA:NADPH) (EC
1.2.1.44) regula as reaccdes de reducao
do tio-éster do ac. fenilpropanéico com
importante papel no controle
composicional das ligninas, e, exerce
efeito, sobre a morfologia dos elementos
anatdmicos. Esta enzima, quando
geneticamente alterada, pode provocar
colapso nos vasos e também aumentar a
relacdo composicional entre S e G
(Quadro 1). Pesquisas ja realizadas través
da engenharia genética, com arvores de
faia revelaram efeitos sobre a cor do
lenho (HUMPHREYS e CHAPPLE 2002;
ELLIS et al., 1993; KUTSUKI et al., 1982). O
processo de lignificagdo modificado

proporciona nova performance
morfolégica que pode beneficiar a
indastria florestal assim como a

silvicultura (COLEY, 1988).
A transferéncia de genes que codifica

a OMT pode ser feita de uma espécie de
Gimnospermas para uma de
Angiospermas. Experiéncia por técnica
antisense em choupo, levou a diminuicdo
do teor de lignina e dos niveis de
unidade siringilica. Contribuindo com
este facto, ou melhor, na producdo de
ligninas guaiacilicas mostra que a enzima
F5H, com baixa actividades produz uma
disfuncdo que leva a formacéo de lignina
guaiacilica, fato que as Angiospermas
exigem esta enzima para a producdo de
lignina siringilica (JEON, 1997).

Perspectiva de utilizacdo da transgenia
na solucdo dos problemas congénitos
expressados em madeira

A indtstria madeireira pode, sem
davida, beneficiar com a engenharia
genética e bioquimica, minimizando, ou
até mesmo definitivamente afastando, os
problemas congénitos de uma esséncia
florestal. A combinacdo de técnicas de
biologia molecular, cultura de tecidos,
transferéncia de genes e estrutura de
proteoma sdo ferramentas poderosas
para corrigir defeitos, introduzir novas
propriedades e caracteristicas em uma
determinada espécie florestal.

Quadro 1 - Valores estimados de IFM para ligninas de Bjorkman de Gimnospermas e

Angiospermas (ABREU et al., 1999)

Grupo Botinico % Média | Valor Médio de | Tipo de
P de B-O-4 IFM lignina
Gimnospermas (arvores) 40,20 0,67 HG
Angiospermas (arvores) 71,04 2,45 GS
Angiospermas (arbustos) 74,07 2,85 GS

NTLI- Numero Teérico de Ligacdes Intermonoméricas, IFM- Indice de

Flexibilidade Molecular
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O problema da tensdo de crescimento,
por exemplo, tem sido objecto de
intmeras pesquisas (LIMA et al., 2000;
LATORRACA e ALBUQUERQUE, 2000),
especialmente com o Eucalyptus spp que
na maioria das vezes é tratado na 6ptica
da fisica, enquanto ABREU et al. (1999)
consideram este assunto sob o contexto
molecular.

A energia necessaria para romper o
conjunto de ligacbes das estruturas mole-
culares das ligninas HG (Cumarilica/
Guaiacilica), vai de encontro com os
valores de energia das ligagdes C-C (347
kj.mol?) e C-O (356 kj.mol?), do que as
ligacdes  totais das ligninas GS
(Guaiacilica/Siringilica) de folhosas. O
valor da NTLI (Numero Teérico de
Ligacbes Intermonoméricas) que varia
segundo a composicdo da lignina revela
ser maior nas ligninas guaiacilicas do
que nas siringilicas. Estes fatos levam a
formacdo de ligninas mais ou menos
resistentes o que caracteriza a sua
estabilidade perante os agentes bidticos e
abioticos de degradacdo da madeira
(HIGUCHLI, 1985). A Figura 2 mostra a
variacdo do NTLI de acordo com a hipé-
tese tedrica das combinagdes possiveis
entre precursores, simbolizando os tipos
de ligninas.

A proposta que define o Indice de

O T T T
H G S HG GS HGS

TIPOS DE LIGNINAS
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Flexibilidade Molecular (IFM), por
exemplo, pode contribuir para os estudos
de engenharia genética. Este indice, que é
maior em lignina siringilica, esta
directamente relacionado a concentragiao
da ligagdo B-O-4, o que se coaduna com a
existéncia varidvel de complexidade
molecular do bloco polimérico formado.
As ligninas de baixo IFM sao geralmente
encontradas em madeiras de coniferas,
que se apresentam com maior niamero de
ligacoes cruzadas, reforcando e
assegurando as células uma maior
resisténcia as forcas de retraccdo (menor
grau de rachadura). Por outro lado, as
ligninas de folhosas possuem menor
numero de ligagdes intermonoméricas e,
portanto, menor ndmero de ligacoes
cruzadas com a parede celular. Este fato
estd condicionado ao perfil estrutural em
face da maior linearidade adquirida das
ligninas siringilicas, o que poderia
favorecer o descolamento entre paredes
das células (Quadro 1).

Nestes termos, a indugdo para a
modificagdo da rota biossintética que
leva ao alcool coniferilico em folhosas
seja por transgenia, mutagdes ou outras
formas de inducdo, acarretaria a
formagdo de um bloco polimérico de
baixo IFM (maior NTLI e maior nimero
de ligagdes cruzadas), aumentando,
portanto, a resisténcia da parede celular.

E

N

E

R H - Lignina Cumarilica

G G - Lignina Guaiacilica

1 S - Lignina Siringilica

A HG - Lignina Cumarilica/ Guaiacilica
GS - Lignina Guaiacilica/Siringilica

T HGS - Lignina cumarilica/Guaiacilica/Siringilica

(@]

T

A

T

Figura 2 - Correlacdo entre valores do NTLI e o tipo de lignina (ABREU et al., 1999)
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Com isso seria minimizada ou
impedida a possibilidade de rachaduras,
o que beneficiaria directamente o uso da
madeira em diversos ramos da inddstria
madeireira, se bem que néo se aplicasse a
industria de polpa celulésica. A Figura 3
mostra a via Dbiossintética  (pré-
polimeriza¢do) da lignina e posterior
deposicdo na parede celular constituindo

uma rede de ligagdes cruzadas

diferenciadas  entre as  ligninas

siringilicas naturais e guaiacilicas
‘ Citoplasma |

oow CE =] =L
o

Lignina natural
Siringilica

Flasmatic Hembrane

PAL- Fenilalanina amonia-liase
C3H- 4-Hidroxicinamato-3-hidroxilase
F5H- Ferulato-5-hidroxilase

o
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transformadas como suporte a proposta
em questao.

Consideracdes finais

A aplicagdo dos conhecimentos da
fisiologia, anatomia e morfologia, em
plantas  transgénicas, entre outras
formas, estimula novos campos da
ciéncia florestal em busca de explicagdes
aos desafios que a ela serd impingida
pela forca da evolucado da sociedade.

‘ Parede celular

v Ligagdes intermonomeéricas

igagdes Cruzadas

Ligacdes intermonameéricas

Matriz

OMT-5-Adenosil-metionina:cafeato/5-Hidroxiferulato-O-metiltransferase

4CL-Hidroxicinamoil: CoA ligase
CCR-Hidroxicinamoil: CoA redutase
CAD-Cinamil dlcool desidrogenase
C4H-Cinamato-4-hidroxilase

Figura 3 - Formagcdo da lignina natural e transformada com participagdo protéica na defini¢do

da organiza¢ao molecular estrutural
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Todas as questdes que se relacionam
com as propriedades da madeira,
envolvem principalmente CCR, CAD, F5H
e OMTs, que podem ter suas actividades
atenuadas através de técnicas de
biotecnologia, para que espécies de
folhosas  produzam ligninas  mais
estaveis, (Cumarilica/Guaiacilica) para
aumentar os efeitos da rede de ligacoes
inter e intra moleculares na parede
celular.

As  alteragdes  adquiridas  por
modificagdes genéticas poderdo, por
exemplo, reforcar a regido de fronteira
entre paredes de células xilematicas, o
que resultaria em maior resisténcia as
forcas de tensdes de crescimento.
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