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RESUMO 

 

LOPES, Amanda de Santana, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2014. 
Caracterização molecular e fisiológica de plantas transplastômicas de tabaco 
expressando dessaturases de cianobactéria. Orientador: Marcelo Rogalski. 
Coorientadores: Adriano Nunes Nesi e Alice Pita Barbosa. 
 

Ácidos graxos de origem vegetal são as principais fontes de energia para a dieta 

humana, e configuram-se fontes potenciais de matéria-prima renovável para a indústria. 

Contudo, um fornecimento ideal para tais demandas, requer perfis distintos de 

insatauração de ácidos graxos, o que tem se tentado alcançar por meio da engenharia 

genética das vias de biossíntese e modificação de ácidos graxos, destacando-se as 

enzimas dessaturases responsáveis pela produção de ácidos graxos insaturados. Neste 

cenário o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a eficiência do uso da 

transformação plastidial em plantas de tabaco para expressar os genes desC, desA e 

desB de cianobactéria, os quais codificam as enzimas Δ9, Δ12 e Δ15 dessaturases, 

respectivamente. Os dados indicam que a expressão dos transgenes desC e desA em 

plastídios de plantas de tabaco, ainda que em níveis muito acima das dessaturases 

endógenas, resulta em pouco efeito sobre o conteúdo e perfil de ácidos graxos em folhas 

ou em sementes e por conseguinte nos demais parâmetros bioquímicos e fisiológicos 

avaliados. Por outro lado, a expressão do transgene desB, ainda que os transcritos 

tenham sido detectados em baixos níveis, resultou em um maior acúmulo de ácidos 

graxos em folhas de plantas com 8 semanas, embora sem alteração no perfil de ácidos 

graxos, com efeitos negativos sobre os teores de sacarose e amido e sobre o acúmulo de 

biomassa na raiz e na parte aérea. Em adição, elevadas taxas fotossintéicas, de 

respiração e de fluxo de elétrons no FSII foram registradas em folhas completamente 

expandidas o que pode estar relacionado a uma maior demanda por assimilados para 

alimentar a biossíntese de ácidos graxos. Em conjunto os dados apontam para uma fina 

regulação do perfil de insatauração em plantas de tabaco, possivelmente em nível pós-

transcricional, e que o acúmulo de ácidos graxos em folhas pode afetar o crescimento da 

planta como um todo. Além disso, nossos resultados sugerem um controle da 

biossíntese de novo de ácidos graxos induzido pela atividade da enzima Δ15 desaturase, 

a qual é a última enzima envolvida na produção de ácidos graxos poliinsaturados nos 

plastídios. 
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ABSTRACT 

 

LOPES, Amanda de Santana, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2014. 
Molecular and physiological caracterization of transplastomic tobacco plants 
expressing cyanobacterial desaturases. Adviser: Marcelo Rogalski. Co-advisers: 
Adriano Nunes Nesi and Alice Pita Barbosa. 
 

Plant fatty acids are the main energetic resources for human diet and are potential 

renewable feedstock resources for different areas of industry. Nevertheless, for an ideal 

supply for such demands, distinct fatty acid profiles are required. Different strategies to 

reach specifc fatty acid profiles have been studied by genetic engineering of the fatty 

acid biosynthesis and modification enzymes, focusing mainly on desaturases, which are 

the enzymes responsible by production of unsaturated fatty acids. In this scenario the 

present study aimed to evaluate the efficiency of the use of plastid transformation of 

tobacco plants to express cyanobacterial genes, desC, desA and desB, which encode Δ9, 

Δ12 and Δ15 desaturases, respectively. The data indicate that the expression of desC 

and desA  cyanobacterial genes in plastids of tobacco plants, although the transcripts 

have accumulated at higher levels in comparison with  endogenous desaturases, it 

resulted in little effect on the fatty acid content and profile in leaves or seeds and, 

consequently, on  phenotipycal, biochemical and physiological parameters evaluated. 

On the other hand, the expression of desB transgene, even at low transcript level, 

resulted in an increase of fatty acid accumulation in leaves of 8 weeks old plants, while 

the fatty acid profile was unchanged. pSdesB plants showed reduced sucrose and starch 

content, and, as a consequence, less shoot and root biomass accumulation. In addition, 

high photosynthetic, respiration and electron transport rates were observed in fully 

expanded leaves, which may be related to the enhanced demand of photosynthetic 

assimilates to feed the fatty acid biosynthesis. Taken together, the data suggest a fine 

regulation of the unsaturation profile in tobacco plants, possibly at post-transcriptional 

level. Interestingly, changes in fatty acid accumulation in leaves can affect significantly 

plant metabolism and whole plant growth. Moreover, our data suggest that fatty acid 

biosynthesis de novo could be induced by activity of Δ15 desaturase, which is the last 

enzyme involved in fatty acid unsaturation in plastids. 

 



1 
 

1. Introdução 

 

Ácidos graxos são ácidos carboxílicos contendo uma cadeia hidrocarbonada que 

confere a tais compostos um caráter hidrofóbico (Nelson e Cox, 2008). Suas funções 

nas células vegetais são de naturezas diversas, atuando como componentes estruturais 

de membranas biológicas (Dowhan et al., 2008), precursores de moléculas sinalizadoras 

(Weber, 2002; Wasternack, 2007), reservas de carbono e energia (Mu et al., 2008; Baud 

e Lepiniec, 2010) e também servindo como barreiras hidrofóbicas sobre a superfície de 

células epidérmicas na forma de lipídeos cuticulares (Kunst e Samuels, 2009). As 

plantas são os organismos responsáveis pela produção de grande parte dos lipídeos 

biológicos no mundo, e muitos animais, incluindo o homem, são dependentes do 

consumo desses lipídeos como a principal fonte de energia e ácidos graxos essenciais 

(Gunstone, 2001; Schmid e Ohlrogge, 2008) tais como os ácidos graxos poli-

insaturados ω-6 e ω-3, ácidos linoleico (LA) e α-linolênico (ALA), respectivamente 

(Graham et al., 2004; Burdge e Calder, 2005).  

 Uma dieta saudável de ácidos graxos deve manter uma relação de consumo de 

ácidos graxos ω-6 e ω-3 de no máximo 5:1 (Sargent, 1997). Todavia, esses valores têm 

sido desviados significativamente em direção aos ácidos graxos ω-6 nas dietas atuais, e 

de acordo com algumas estimativas, estão mais do que 30 vezes superiores aos valores 

recomendados (Simopoulos, 1999). Em função da importância dos ácidos poli-

insaturados para a saúde humana, muitos esforços têm sido empregados no sentido de 

aumentar a produção desses ácidos graxos pelas plantas (Haslan et al., 2013), uma vez 

que a maior parte do consumo de lipídeos na dieta humana advém das reservas lipídicas 

de culturas oleaginosas comerciais (Gunstone, 2001) cujo perfil básico de ácidos graxos 

abrange apenas os ácidos graxos saturados palmítico e láurico, e os ácidos oleico e 

linoleico contendo uma e duas insaturações, respectivamente (Lands, 2005).  

Além da importância nutricional, ácidos graxos de origem vegetal também 

constituem fontes valiosas de matérias-primas para a indústria e como um substituto das 

atuais fontes petroquímicas não sustentáveis (Vanhercke et al., 2013). Entretanto, perfis 

distintos de ácidos graxos são requeridos para cada demanda, nutricional ou industrial, o 

que tem se tentado alcançar por meio da engenharia genética das vias de biossíntese e 

modificação de ácidos graxos, destacando-se as enzimas dessaturases responsáveis pela 

produção de ácidos graxos insaturados (Rogalski e Carrer, 2011; Vanhercke et al., 

2013). Porém, a produção de plantas geneticamente modificadas no sentido de alterar o 
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metabolismo de ácidos graxos nem sempre tem apresentado um padrão previsível 

(Vanhercke et al., 2013). Assim, destaca-se a necessidade de se conhecer com mais 

profundidade a via de biossíntese de ácidos graxos e sua interação com outras vias 

dependentes como a síntese de glicerolipídeos de membranas, triglicerídeos de reserva, 

ceras, moléculas sinalizadoras e, principalmente, como essa interação metabólica é 

regulada na planta como um todo (Haslam et al., 2012; Baud, 2013; Vanhercke et al., 

2013). 

 A síntese de novo de ácidos graxos nas plantas ocorre nos plastídios e inicia-se 

com a síntese de malonil-CoA a partir de acetil-CoA pela acetil-CoA carboxilase 

(ACCase) que comumente, na grande maioria das eudicotiledôneas, apresenta-se como 

um complexo proteico heteromérico, do tipo procarioto (Sasaki e Nagano, 2004). A 

ACCase plastidial catalisa uma etapa comprometida com a síntese de ácidos graxos, 

uma vez que o malonil-CoA produzido nos plastídios é destinado exclusivamente para a 

produção da cadeia hidrocarbonada dos ácidos graxos por meio da atuação do sistema 

multienzimático da ácido graxo sintase (FAS) do tipo II, também do tipo procarioto 

(Heldt e Piechulla, 2011). O sistema FAS produz cadeias de ácidos graxos saturados de 

16 e de 18 carbonos (16:0 e 18:0) esterificadas à proteína carreadora de grupos acil 

(ACP), sendo os ácidos graxos 18:0-ACP (estearoil-ACP) substratos para uma estearoil-

ACP Δ9 desaturase solúvel no estroma a qual insere uma insaturação no carbono 9 da 

cadeia acila produzindo 18:1-ACP (oleil-ACP). Posteriormente, cadeias de acil-ACP 

são hidrolisadas por acil-ACP tioesterases liberando ácidos graxos livres, os quais por 

sua vez podem ser direcionados para o retículo endoplasmático, onde são usados, por 

exemplo, para a síntese de lipídios de membrana, triacilgliceróis e cutina, ou podem 

permanecer no plastídio e contribuir para a via procariótica de síntese de glicerolipídeos 

(Schmid e Ohlrogge, 2008; Baud, 2013). Além da estearoil-ACP Δ9 desaturase solúvel 

presente no estroma de plastídios, plantas também possuem dessaturases 

transmembranas localizadas nos plastídios e no retículo endoplasmático, as quais 

utilizam ácidos graxos esterificados a diacilglicerol como substrato (Heldt e Piechulla, 

2011).  

 Apesar de se conhecer em detalhes a via de biossíntese de novo de ácidos graxos 

em plantas, pouco se conhece sobre os fatores que regulam a via e em que nível, se 

transcricional, pós-transcricional, traducional ou pós-traducional, essa via é regulada. 

Padrões de expressão de genes da biossíntese de ácidos graxos obtidos através de 

microarranjo de DNA têm indicado que muitas enzimas da via são co-reguladas em 
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nível transcricional (Schmid et al., 2005; Mentzen et al., 2008). Contudo, até agora, 

somente os fatores de transcrição WRINKLED (WRI) 1, 3 e 4 têm sido identificados e 

caracterizados como reguladores positivos da expressão de genes relacionados à 

biossíntese de ácidos graxos (Cernac e Benning, 2004; To et al., 2012), cuja expressão e 

atuação ocorre principalmente nas sementes em maturação, WRI1, e em tecidos florais 

em desenvolvimento, WRI 1, 2 e 3 (To et al., 2012). Expressão ectópica de WRI1 de 

Arabidopsis thaliana em tabaco, em combinação com a superexpressão de diacilglicerol 

acil-transferase1 (Vanhercke et al., 2013) e de oleosina (Vanhercke et al., 2014) tem 

resultado em aumento significativo no conteúdo de triacilglicerol em folhas. Acúmulo 

de triacilglicerol também foi obtido em tecido vegetativo de plantas de tabaco 

transgênicas com expressão induzida do fator de transcrição LEC2 (LEAFY 

COTYLEDON 2) de A. thaliana, um regulador chave da maturação de sementes e 

acúmulo de óleo (Andrianov et al., 2010).  

 Além da regulação transcricional, pesquisas tem sido realizadas a respeito da 

regulação da atividade enzimática com foco na ACCase plastidial, uma vez que a 

mesma catalisa a etapa comprometida com a biossíntese de ácidos graxos (Cronan e 

Waldrop, 2002). Em tecidos verdes, a síntese de ácidos graxos é estimulada pela luz, 

mediante ativação da ACCase heteromérica presente nos cloroplastos pelo aumento do 

pH e da concentração de íons de magnésio e também por ativação redox mediante 

atuação do sistema redutor ferredoxina-tiorredoxina (Geigenberger et al., 2005; Heldt e 

Piechulla, 2011; Sasaki e Nagano, 2004). Outros reguladores da atividade da ACCase 

heteromérica também tem sido apresentados em trabalhos recentes. Trabalhos 

realizados por Bourrelier et al. (2010) sugerem inibição da atividade da ACCase pela 

proteína PII, sendo esta completamente revertida na presença dos ácidos carboxílicos 2-

oxoglutarato, oxaloacetato e piruvato. Além disso, evidências recentes sugerem a 

existência de uma regulação por retroalimentação negativa da atividade da ACCase pelo 

produto final 18:1-ACP (oleil-ACP) acumulado nos plastídios (Andre et al., 2012). 

 Para obter êxito e alcançar os objetivos propostos para alteração do metabolismo 

de lipídios em plantas e dessa forma potencializar a produção de ácidos graxos de 

interesse para a indústria, alimentação ou com fim de biocombustível, é também 

essencial discernir o papel dos diferentes tipos de ácidos graxos na produção de 

moléculas sinalizadoras, como essa via de biossíntese é desencadeada e quais são as 

consequências de sua produção. Ácidos graxos poli-insaturados, por exemplo, de grande 

interesse nutricional, são também importantes precursores de moléculas sinalizadoras 
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tais como derivados oxigenados denominados coletivamente de oxilipinas, como os 

jasmonatos (Weber, 2002; Gregg, 2004; Kachroo e Kachroo, 2009; McConn e Browse, 

1996). O ácido jasmônico e seus derivados (metil jasmonato, cis-jasmona e jasmonato 

conjugado a isoleucina, por exemplo) são as moléculas sinalizadoras derivadas de 

ácidos graxos mais bem estudadas em plantas. A síntese de jasmonatos inicia-se com a 

mobilização do ácido graxo α-linolênico (ALA - 18:3Δ9,12,15) esterificado a 

monogalactosil diacilglicerois, componentes das membranas plastidiais, pela ação de 

lipases (Wasternack e Hause, 2013). Ainda nos plastídios, o ácido graxo trienóico ALA 

é convertido à ciclopentenona OPDA (ácido 12-oxo-fitodienóico), a qual é 

posteriormente reduzida a ciclopentanonas e β-oxidada a ácido jasmônico nos 

peroxissomos (Weber, 2002; Gregg, 2004; Wasternack e Hause, 2013). Além da função 

bem caracterizada indutora de genes relacionados à defesa, jasmonatos também regulam 

diversos processos do desenvolvimento vegetativo e reprodutivo das plantas tais como 

desenvolvimento de órgãos florais, senescência e inibição da germinação de sementes, 

do crescimento da raiz e da parte aérea (Jung et al., 2007; Wasternack, 2007; Chen et 

al., 2011; Wasternack e Hause, 2013). Outras oxilipinas também atuantes como 

moléculas sinalizadoras são os ácidos graxos ceto, hidroxi e hidroperoxidados. Essas 

oxilipinas são produzidas via diferentes lipoxigenases a partir de ácidos graxos 

dienóicos e trienóicos, e atuam como reguladores de genes relacionados à defesa contra 

patógenos, ao estresse oxidativo e morte celular (Weber, 2002).  

 Não obstante à atuação indireta em processos regulatórios na forma de precursor 

de moléculas sinalizadoras, alguns trabalhos tem sugerido um papel mais direto como 

regulador para determinados ácidos graxos. Nesse aspecto, mais uma vez é notável a 

importância dos ácidos graxos contendo insaturações para o funcionamento celular. 

Kachroo et al. (2003), por exemplo, através de um elegante estudo com mutantes duplos 

e triplos usando como pano de fundo o mutante ssi2 (deficiente em estearoil-ACP Δ9 

dessaturase) de A. thaliana, identificaram a necessidade de ácido oleico (18:1Δ9) livre 

no estroma de plastídios para a ativação de algumas respostas mediadas por jasmonatos 

e para a repressão da via de resposta do ácido salicílico. A presença de ácidos graxos 

insaturados nos lipídios de membranas de cianobactérias e de plantas é também 

imprescindível para a proteção dos complexos fotossintéticos contra o estresse luminoso 

e salino, e medeia a tolerância a altas e baixas temperaturas (Los et al., 2013; Moon et 

al., 1995). Ainda, experimentos recentes com mutantes com perda de função de 

dessaturases em A. thaliana têm demonstrado haver requerimentos específicos pelo 
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ácido graxo trienoico ALA para a manutenção da fotossíntese e do crescimento de 

plantas de Arabidopsis a temperaturas mais elevadas (Routaboul et al., 2012). Ácidos 

graxos poli-insaturados também têm sido caracterizados como moduladores da resposta 

de canais iônicos em células animais (Boland e Drzewiecki, 2008), e mais 

recentemente, em células vegetais (Gutla et al., 2012). 

 Em adição às informações obtidas através do estudo de mutantes com alterados 

perfis de ácidos graxos, como mutações com perda de função em genes codificantes de 

dessaturases (Kachoroo et al., 2001; Kachoroo et al., 2003; Routaboul et al., 2012), 

resultados interessantes têm sido fornecidos através da análise dos fenótipos 

apresentados por plantas com o metabolismo de ácidos graxos alterado, seja por 

inserção de transgenes, ou por superexpressão de genes endógenos relacionados. 

Madoka et al. (2002), por exemplo, ao superexpressarem o gene plastidial accD em 

plantas de tabaco, obtiveram como resultado um leve aumento no conteúdo de ácidos 

graxos nas folhas e um curioso aumento na longevidade das folhas e na produtividade 

de semente, embora estas apresentassem um conteúdo de ácidos graxos similar ao tipo 

selvagem.  

 Tentativas de modificar o perfil de ácidos graxos em plantas pela inserção de 

dessaturases de outros organismos também têm apresentado resultados interessantes. A 

expressão específica em sementes da dessaturase FAT-5 (uma palmitoil-lipídeo Δ9 

dessaturase)  de Caenorhabditis elegans em A. thaliana por transformação nuclear, por 

exemplo, reduziu o conteúdo do ácido graxo saturado 16:0 (ácido palmítico) paralelo ao 

aumento do conteúdo de 16:1 nas sementes, como previsto (Fahy et al., 2012). Houve, 

em contrapartida, uma inesperada redução no conteúdo total de ácidos graxos nas 

sementes. Diferentemente, a expressão, independente, de duas Δ9 dessaturases  em 

plastídios de plantas de tabaco não resultou em grandes alterações no perfil de ácidos 

graxos individuais, apenas um leve aumento no conteúdo de 18:3 e diminuição de 18:2 

nas folhas e um pequeno aumento no conteúdo de 18:2  nas sementes, sem alterações no 

teor de ácidos graxos totais (Craig et al., 2008). Esses trabalhos sugerem a existência de 

uma fina regulação da composição e do conteúdo de ácidos graxos nas plantas, o que é 

corroborado com a semelhança tanto morfológica quanto no nível de ácido oleico (18:1) 

de plantas superexpressando a estearoil-ACP Δ9 dessaturase em comparação com 

plantas do tipo selvagem (Kachroo et al., 2007). Ademais, Kachroo et al. (2007) 

demonstraram também que o nível de transcritos das isoformas da estearoil-ACP Δ9 

dessaturase é reduzido em plantas com alto teor de 18:1 e que a atividade das mesmas é 
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inibida pelo próprio produto (18:1-ACP). A partir deste conjunto de informações 

expostas, nota-se que ainda existe um vasto campo a ser descoberto no que se refere ao 

metabolismo vegetal de lipídeos, sua regulação e consequências da manipulação da via 

de biossíntese sobre o conteúdo e perfil de ácidos graxos.  

 Grande parte dos trabalhos de manipulação da via de biossíntese de ácidos 

graxos tem feito uso da transformação nuclear para superexpressão de genes endógenos 

ou expressão heteróloga. Entretanto, com o advento da tecnologia de transformação 

plastidial, novas possibilidades de alteração dessa importante via metabólica surgem 

(Rogalski e Carrer, 2011), visto que os plastídios são organelas centrais na biossíntese 

de ácidos graxos. Todavia, apenas dois trabalhos foram publicados até a presente data 

relacionados com a manipulação genética da via metabólica supracitada através da 

transformação plastidial, são eles a expressão heteróloga de Δ9 dessaturases (Craig et 

al., 2008) e a superexpressão do gene accD (Madoka et al., 2002) em plantas de tabaco. 

 Nas últimas décadas a transformação de cloroplastos tem atraído o interesse de 

pesquisadores, uma vez que a mesma oferece várias características excepcionais quando 

comparada com a transformação nuclear (Maliga e Bock, 2011; Rogalski e Carrer, 

2011). Elas incluem altos níveis de expressão do transgene, acúmulo da proteína de 

interesse a níveis superiores a 70% do total de proteína solúvel celular (Oey et al., 2009; 

Ruhlman et al., 2010); capacidade para inserção e expressão de vários genes em apenas 

um evento devido a tradução eficiente de mRNAs policistrônicos (Quesada-Vargas et 

al., 2005; Krichevsky et al., 2010); ausência de efeito de posição para inserção do 

transgene devido à falta de estrutura compacta de cromatina no genoma plastidial 

(Bock, 2001); integração eficiente e precisa dos transgenes através de recombinação 

homológa (Cerutti et al., 1992); ausência de efeitos epigenéticos e de sileciamento de 

genes (Bock, 2001); e ausência da transmissão dos transgenes via pólen devido a 

herança materna na maioria das plantas superiores (Ruf et al., 2007; Svab e Maliga, 

2007). 

 Neste cenário, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a 

eficiência do uso da transformação plastidial para expressar genes que codificam 

dessaturases de cianobactéria em plastídios de plantas de tabaco e estudar o efeito da 

expressão dos mesmos sobre o conteúdo e perfil de ácidos graxos em folhas e sementes, 

assim como avaliar características moleculares e fisiológicas apresentadas por tais 

plantas. As dessaturases inseridas no genoma plastidial foram as Δ9, Δ12 e Δ15, as 

quais atuam sequencialmente na inserção da primeira, da segunda e da terceira dupla 
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ligação em ácidos graxos de 18 carbonos (Sakamoto et al., 1994a; Sakamoto et al., 

1994b; Sakamoto et al., 1994c). Uma vez que dessaturases de cianobactérias são 

monoxigenases que utilizam a ferredoxina reduzida como doador de elétrons (Los e 

Murata, 1998), assim como as dessaturases plastidiais de plantas, a atividade das 

dessaturases de cianobactéria em plastídios é favorecida pela disponibilidade de 

ferredoxina reduzida produzida pela etapa fotoquímica da fotossíntese (Heldt e 

Piechulla et al., 2011). Os dados indicam que a expressão de Δ9 e Δ12 dessaturases de 

cianobactérias em plastídios de plantas de tabaco, ainda que em níveis muito acima das 

dessaturases endógenas, resulta em pouco efeito sobre o conteúdo e perfil de ácidos 

graxos. No entanto, a expressão da Δ15 dessaturase de cianobactéria resultou em um 

maior acúmulo de ácidos graxos nas folhas, embora sem alteração no perfil, 

concomitante a reduzidos teores de sacarose e amido e menor acúmulo de biomassa na 

raiz e na parte aérea. Em conjunto os dados apontam para uma fina regulação do perfil 

de instauração em plantas, possivelmente em nível pós-transcricional, e que o acúmulo 

de ácidos graxos em folhas pode ser induzido pela expressão de Δ15 dessaturase de 

cianobactéria no genoma plastidial de plantas de tabaco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 
 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Material Vegetal 

 Neste trabalho foram utilizadas sementes de plantas de tabaco (Nicotiana 

tabacum cv Petit Havana) transplastômicas e do tipo selvagem (WT), anteriormente 

produzidas pelo prof. Dr. Marcelo Rogalski (manuscrito em preparação). Dentre os 

quatro genótipos transplastômicos cedidos para o presente estudo, três deles (pSdesC, 

vetor de transformação pMR1; pSdesA, vetor de transformação pMR2; pSdesB, vetor de 

transformação pMR3) são plantas expressando (em construções independentes) 

dessaturases da cianobactéria Synechocystis sp. PC6803 no genoma plastidial (Tabela 

1).  

 

Tabela 1: Enzima, via metabólica atuante e respectivo genótipo transplastômico gerado 

a partir de genes de Synechocystis sp PC6803 codificantes de dessaturases 

Enzima  Função Genótipo 

transplastômico 

Δ9 dessaturase  

Gene: desC 

Número de acesso no 

banco de dados: sll0541 

A enzima Δ9 dessaturase de cianobactéria 

catalisa a primeira insaturação dos ácidos 
graxos, de 18:0 (ácido esteárico) para 18:1 
(ácido oleico). Esta enzima introduz a 

primeira ligação dupla na posição Δ9 do 

ácido graxo saturado (Sakamoto et al., 
1994b). 
 

pSdesC 

Δ12 dessaturase  

Gene: desA 

Número de acesso no 

banco de dados: slr1350 

A enzima Δ12 dessaturase introduz a 

segunda ligação dupla na posição Δ12 do 

ácido graxo. Esta enzima converte acido 
oleico (18:1) em ácido linoleico (18:2) 
(Sakamoto et al., 1994c; Wada et al., 1993). 
 

pSdesA 

Δ15 dessaturase  

Gene: desB 

Número de acesso no 

banco de dados: sll1441 

Esta enzima catalisa o primeiro passo para a 

produção de ácidos graxos ω-3 pela 

conversão do ácido linoleico (18:2) em 
ácido α-linolênico (18:3). A mesma 
introduz a terceira ligação dupla na posição 

Δ15 do ácido graxo (Sakamoto et al., 

1994a). 

pSdesB 
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O quarto genótipo transgênico (pEnptII, vetor de transformação pRB96) trata-se 

de plantas transformadas com o vetor pRB96 (Wurbs et al., 2007), o qual foi utilizado 

como vetor básico de clonagem para os genes de interesse (dessaturases). O genótipo 

pEnptII juntamente com o genótipo WT foram utilizados como controles nas análises 

que seguem. 

 

2.1.1 Produção dos vetores de transformação  

 A partir do vetor básico de transformação pRB96, foram produzidos os vetores 

de transformação genética plastidial pMR1, pMR2 e pMR3, contendo os genes desC, 

desA e desB, respectivamente, para as dessaturases de interesse na região de inserção do 

cassete GOI (Figura 1).  

 

Figura 1: Clonagem dos vetores de transformação do genoma plastidial. A) Região do 

genoma plastidial de tabaco utilizada como alvo para a inserção dos transgenes. B) 

Vetor básico de transformação pRB96 utilizado para a inserção dos genes de interesse 

no cassette GOI (gene of interest). C) Vetores construídos para a transformação 

plastidial: pMR1, pMR2 e pMR3, condendo os genes desC, desA e desB, 

respectivamente. 
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 Para a construção do vetor pMR1, primeiramente isolou-se o gene desC que 

codifica a enzima Δ9 dessaturase a partir do DNA de cianobactéria (Synechocystis sp. 

PC6803) fazendo uso de primers de clonagem específicos (Tabela 2). Na sequência dos 

primers foram adicionados os sítios de restrição das enzimas SmaI (região 5’) e XbaI 

(região 3’). A inserção do sítio SmaI foi necessário devido a presença de sítios de 

restrição para a enzima NcoI (esta enzima é utilizada para a digestão do vetor de 

clonagem) dentro da sequência do gene Δ9 dessaturase. A presença desse sítio cria um 

novo segundo códon durante a síntese proteica trocando uma leucina por uma glicina. O 

aminoácido glicina como segundo códon aumenta a estabilidade da proteína de interesse 

expressa nos plastídios (Apel et al., 2010). O vetor pRB96 foi digerido com a enzima de 

restrição NcoI e tratado empregando o fragmento Klenow da enzima DNA polimerase I 

para preencher as extremidades coesivas produzidas pela digestão com NcoI. 

Posteriormente, o vetor linear foi digerido com a enzima XbaI (Figura 1). O fragmento 

de interesse foi então separado em gel de agrarose (0,8%), excisado e purificado através 

do uso dos kits de coluna Invisorb® (Invitek) e de resina Gel Extraction and PCR 

Purification (Invitrogen). Finalmente, o vetor foi ligado ao gene de interesse através do 

uso da enzima T4 DNA ligase (Fermentas) para dar origem ao vetor de transformação 

pMR1. 

 O gene desA que codifica a enzima Δ12 dessaturase foi amplificado a partir do 

DNA de cianobactéria (Synechocystis sp. PC6803) usando primers de clonagem 

específicos (Tabela 2). Na sequência dos primers foram adicionados os sítios de 

restrição para as enzimas NcoI (região 5’) e XbaI (região 3’). O vetor de transformação 

pRB96 foi digerido com as mesmas enzimas de restrição (Figura 1). Os fragmentos de 

interesse foram purificados com ajuda dos kits citados acima e ligados com a utilização 

da enzima T4 DNA ligase dando origem ao vetor de transformação pMR2.  

 Para a construção do vetor pMR3, o gene desB que codifica a enzima Δ15 

dessaturase foi isolado a partir do DNA de cianobactéria (Synechocystis sp. PC6803), 

amplificado com primers de clonagem específicos (Tabela 2). Nas sequências dos 

primers foram adicionados os sítios de restrição para as enzimas SmaI (região 5’) e SpeI 

(região 3’). Embora o padrão de digestão do vetor de transformação é feito com as 

enzimas de restrição NcoI e XbaI, essas duas enzimas cortam na sequência do gene 

desB e por isso foram substituidas por SmaI e SpeI (Figura 1). O sítio SmaI cria um 

novo segundo códon, ocorrendo uma troca de arginina para glicina. Essa troca de 

aminoácido na segunda posição da proteína proporciona um padrão similar de 
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estabilidade nos cloroplastos (Wiebke et al., 2010). A digestão com SpeI apresenta 

compatiblidade com outra sequência digerida com XbaI produzindo assim uma 

sequência compatível com a sequência obtida da digestão do vetor com a enzima XbaI. 

A sequência amplificada do gene desB foi digerida e o vetor de clonagem pRB96 

digerido e tratado com o fragmento Klenow da enzima DNA polimerase I para 

preencher as extremidades coesivas produzidas pela digestão com NcoI. Os fragmentos 

de interesse foram purificados com ajuda dos kits citados acima e ligados com a 

utilização da enzima T4 DNA ligase, dando origem ao vetor de transformação pMR3. 

 

Tabela2: Sequências dos primers de clonagem usados para o isolamento dos genes 

codificantes de dessaturases em cianobactérias 

Gene Sequência dos primers de clonagem (senso / reverso; 5’→3’) 

desC TTTTCCCGGGTTAAACCCATTAAACATTGAATACCTATATTT 

AAAA TCTAGACTAGGCTTTGTTGGCCATCGC 

desA AAAA CCATGGGAACTGCCACGATTCCCCC 

TTTTTCTAGATTAAACTTTTTTCAGGGAGCCGAAGGTG 

desB AAAA CCCGGGCGTCTAGAAATTTCATCGCCTCAAA 

TTTTACTAGTTTAAGGTTTCTTTTGATATCCACCATTGGAT 

 

 2.1.2 Transformação do genoma plastidial 

Folhas jovens de tabaco obtidas de plantas mantidas in vitro (condições 

assépticas) em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) foram bombardeadas 

com partículas de ouro (0,6 μm) contendo os vetores de transformação (pMR1, pMR2, 

pMR3) utilizando bombardeador PDS1000He (Bio-Rad). As primeiras linhagens 

resistentes foram selecionadas de pedaços de folhas (5 x 5 mm) em meio de regeneração 

contendo 500 mg L-1 de espectinomicina (Svab e Maliga, 1993). Mutantes espontâneos 

resistentes a espectinomicina foram eliminados pelo teste de dupla seleção em meio de 

cultura contendo 500 mg L-1 de espectinomicina e estreptomicina (Svab e Maliga, 1993; 

Rogalski et al., 2006). Várias linhagens transplastômicas independentes, das 

construções citadas acima, foram sujeitas a 4 ciclos de regeneração em meio de seleção 

para enriquecer do genoma transplastômico e eliminar os genomas tipo selvagem, 

direcionando assim para a homoplasmia de plantas transplastômicas. As diferentes 

plantas transplastômicas obtidas também foram analisadas quanto à presença do gene de 

interesse através de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) com a utilização dos 

mesmos primers usados para a clonagem dos genes nas construções (Tabela 2).  
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2.2 Condições de cultivo 

Sementes de três linhagens independentes dos genótipos de interesse pSdesA, 

pSdesB e pSdesC e dos genótipos controle (WT e pEnptII) foram germinadas em vasos 

plásticos pequenos contendo substrato para plantas Tropstrato HT hortaliças (Vida 

Verde) em condições semi-controladas em casa de vegetação com temperatura média de 

26 ± 3̊C e intensidade luminosa média de 519 ± 360 µmol m-2 s-1. Uma semana após a 

germinação, as plântulas foram transplantadas e mantidas em vasos plásticos de 3,5 L 

contendo substrato para plantas Tropstrato HT hortaliças (Vida Verde) e areia (4:1), 

recebendo também adubação complementar de 50 mL de solução nutritiva de Hoagland 

e Arnon (1950), por vaso, duas vezes por semana. A irrigação foi realizada diariamente 

a fim de manter-se a umidade do substrato dos vasos próxima à capacidade de campo. O 

cultivo das plantas em casa de vegetação foi conduzido durante os meses de dezembro a 

abril de 2014 no Campo Experimental Diogo Alves de Mello, Universidade Federal de 

Viçosa, Viçosa (20˚45’ sul, 42˚54’ oeste, 650 m altitude), Minas Gerais.  

 

2.3 Confirmação da homoplasmia e herança materna do plastoma 

 Sementes produzidas pelas plantas cultivadas, conforme já descrito (tópico 2.2), 

foram avaliadas quanto à estabilidade do genótipo transplastômico germinando-as em 

meio de cultura MS suplementado (ou não) com os agentes seletivos espectinomicina e 

estreptomicina. Germinação in vitro com agentes de seleção também foi realizada em 

sementes obtidas por meio da polinização de plantas WT com os genótipos 

transplastômicos (pSdesA, pSdesB, pSdesC e pEnptII) e vice-versa, com o objetivo de 

confirmar a herança materna do genoma plastidial em tabaco (Rogalski et al., 2008b). 

 

2.4 Identificação dos transgenes por PCR  

 Amostra foliar de todas as linhas dos genótipos cultivados em casa de vegetação 

(conforme descrito anteriormente, tópico 2.2) teve a presença dos transgenes 

confirmada por PCR. A partir do DNA total extraído pelo método CTAB (Doyle e 

Doyle, 1990), os transgenes foram amplificados através dos primers de clonagem 

(Tabela 2). A enzima GoTaq® DNA Polymerase (Promega) foi utilizada para a 

amplificação dos trangenes a partir de 50 ng de DNA total. O programa da reação da 

PCR foi composto de uma desnaturação inicial 3 min a 95°C seguido por 35 ciclos de 

40 s a 95°C, 40 s a 63,7°C (ou 64,8°C para a amplificação do gene desA) e 70 s a 72°C, 
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e uma extensão final de 5 min a 72°C. Ao final da PCR os amplicons foram 

visualizados por eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

2.5 Parâmetros de fluorescência e trocas gasosas 

Parâmetros de fluorescência e trocas gasosas foram mensurados utilizando-se 

um analisador de gases no infravermelho acoplado a um fluorômetro (Li 6400XT, Li-

Cor, Lincoln, EUA). A avaliação foi realizada em plantas cultivadas em casa de 

vegetação (tópico 2.2) com 4 semanas (terceira ou quarta folha a partir do ápice) e 8 

semanas (a terceira e a sétima folha a partir do ápice) de idade. 

Para as medidas de fluorescência da clorofila a, as folhas foram primeiramente 

adaptadas ao escuro (análise realizada entre 23:00 - 02:00 horas de noite) e, após, 

expostas a um fraco pulso de luz vermelho-distante (0,03 µmol m-2 s-1) para a 

determinação da fluorescência inicial (F0). Em seguida, um pulso de luz saturante (6000 

µmol m-2 s-1) com duração de 1 s, foi aplicado para a determinação da fluorescência 

máxima emitida (Fm). A partir dos dados obtidos de fluorescência inicial e máxima, foi 

calculado o rendimento quântico máximo do fotossistema II (FSII) que é estimado 

como Fv / Fm = (Fm-F0) / Fm. Também foram medidas as fluorescências inicial (F0
’) e 

máxima (Fm’)  da amostra adaptada à luz (entre 8:30-11:30 horas da manhã), através dos 

quais foram estimados os valores do rendimento quântico efetivo do FSII (ΦFSII) e da 

taxa de transporte de elétrons (TTE) conforme DaMatta et al. (2002). Os rendimentos 

quânticos das dissipações de energias regulada (ΦNPQ) e não regulada (ΦNO) no FSII 

também foram calculados segundo Hendrickson et al. (2004), usando os parâmetros de 

fluorescência da clorofila a medidos. 

 Na mesma área foliar que foi utilizada para a análise de fluorescência (entre 

8:30-11:30 horas da manhã), também mediu-se a taxa de fotossíntese líquida (A) e de 

transpiração (E), a condutância estomática (gs) e a razão entre as concentrações interna e 

do ambiente de CO2 (Ci/Ca), em sistema aberto, sob radiação fotossinteticamente ativa 

de 1000 µmol m-2 s-1 (10% de luz azul) e temperatura controlada (25-27˚C). Dados de 

respiração noturna (R) também foram obtidos a partir de plantas adaptadas ao escuro 

(entre 23:00 - 02:00 horas da noite). 

 

2.6 Coleta de material vegetal e avaliação do crescimento 

 Após a obtenção dos parâmetros fotossintéticos em plantas de 4 e 8 semanas, 

coletou-se as folhas, terceira ou quarta a partir do ápice, entre 11:00-11:30 horas da 
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manhã, congelando-as instantaneamente em nitrogênio líquido e armazenando-as a -

80°C para posteriores análises moleculares e bioquímicas.  

 Parâmetros de crescimento também foram medidos em plantas com 4 e 8 

semanas. Para tanto, medidas do comprimento da haste (da base ao ápice) e do acúmulo 

de biomassa seca da raiz e da parte aérea foram tomadas. A partir dos dados de massa 

seca obtidos com 4 e 8 semanas foi também possível estimar a taxa de crescimento 

relativo (g dia-1), dada pela razão entre a diferença dos logarítimos neperianos das 

massas secas e o intervalo de tempo no qual as massas secas foram obtidas (Hunt et al., 

2002). 

 

2.7 Análise de expressão gênica por PCR em Tempo Real 

 Amostras foliares de plantas de 4 e 8 semanas coletadas conforme descrito 

anteriormente (tópico 2.6) foram maceradas em nitrogênio líquido e submetidas à 

extração de RNA total pelo método Trizol (Life Technologies). Após a extração, o RNA 

foi tratado com DNase I (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante e então 

quantificado pelo kit Qubit RNA BR (Life Technologies). A qualidade do RNA 

extraído foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% e também pelas razões de 

absorbância 260/280 nm e 260/230 nm.  

A partir de 2 µg de RNA tratado com DNaseI procedeu-se à síntese do cDNA 

usando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) 

segundo protocolo da firma. As reações do PCR em tempo real foram montadas usando 

o sistema Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e realizadas no 

instrumento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Todos os 

primers utilizados nesta análise foram sintetizados para a temperatura de anelamento de 

60°C e para produzir amplicons em torno de 100pb. O programa de reação utilizado foi 

o Fast (desnaturação inicial de 20 s a 95°C seguido por 40 ciclos de 3 s a 95°C e 30 s a 

60°C e uma desnaturação final de 20 s a 95°C) com a adição do estágio da curva de 

desnaturação (30 s a 60°C seguidos de incrementos na temperatura com leitura de 

fluorescência a cada 0,4°C até alcançar a temperatura de 95°C). A curva de 

desnaturação foi utilizada para verificar a especificidade dos primers.  

 Antes de proceder à análise de expressão, todos os primes desenhados para este 

experimento foram validados quanto à eficiência de amplificação por meio da 

construção de curvas de amplificação de diluições seriadas de cDNA conforme Real-

Time PDC Application Guide (Bio-Rad). Primers que amplificaram seus respectivos 
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genes com eficiência em torno de 90-110% foram considerados aptos para a condução 

dos experimentos de expressão gênica. As curvas de amplificação também permitem 

avaliar qual é o melhor intervalo de diluição a ser usado na análise de expressão. Para a 

presente análise, foi utilizado a diluição 1/50 a partir do cDNA inicial (equivalente a 2 

ng de cDNA por reação). 

Além da validação da eficiência dos primers, três genes endógenos plastidiais 

(atpI, accD e matK) e três genes endógenos nucleares (L17, L25 e PP2A) foram 

avaliados quanto ao uso dos mesmos como genes de referência para o plastídio e para o 

núcleo. Para tanto, reações em triplicatas biológicas para todos os genótipos foram 

montadas (além de replicatas técnicas) e os valores de estabilidade avaliados usando o 

suplemento NormFinder. Segundo o NormFinder, o gene plastidial atpI é o melhor 

candidado a gene de referência e os genes L25 e PP2A, a melhor combinação de genes a 

serem usados como referência.  

 Após a conclusão das reações de PCR em tempo real, os valores de Ct foram 

corrigidos pelo Real-Time PCR Miner (http://www.miner.ewindup.info/) e o nível 

relativo de mRNA calculado pelo método de Pfaffl (Real-Time PDC Application Guide, 

Bio-Rad).  

 

2.7.1 Análise da expressão dos transgenes 

 Os níveis de mRNA dos transgenes desC, desA, desB e aadA (marcador de 

seleção das linhagens transplastômicas) foi avaliado tomando-se como referência os 

genes plastidiais endógenos atpI, matK e accD.  Apesar de o gene atpI ter sido apontado 

pelo NormFinder como melhor candidato a gene de referência, nesta análise optamos 

por usar os três genes candidatos, uma vez que matK e accD apresentaram alta 

eficiência de amplificação e valores de expressão constantes entre os genótipos 

avaliados. Além disso, também foi feita uma comparação entre o nível de expressão do 

gene atpI e das dessaturases transgênicas, as quais foram clonadas com o mesmo 

promotor do gene atpI (Figura 1), usando matK e accD como referência. Os primers 

desenhados para os genes citados acima estão descritos na Tabela 3.  

 

 

 

 

http://www.miner.ewindup.info/
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Tabela 3: Sequência dos primers desenhados para a análise de expressão de genes 

plastidiais em plantas de tabaco transplastômicas e do tipo selvagem 

Gene Primers (senso / reverso; 5’→3’) 

atpI CCGGGGGTCAGAATTTCTTC / ACCCAGGGCCCATATTCTTC 

matK TTTGAAAAGATCGGGCTCGG / AGAAGAAGCTCGTGGGAAGG 

accD GAACCCAACGCCTACATTGC / CAGCTGCTTGTGAACCTTCG 

desC CGTTGTATTTCCCACCGCAG / AGCCGACCCACTCAAATACG 

desA CACGATTCCCCCGTTGACAC / CCTTGGGCAGGGTTTTAATGATG 

desB GACTGAAGCCATCAAGCCCAT / AAAATGGCAAGCCCAGTAGGAC 

aadA TCCCCTGGAGAGAGCGAGAT / CAGTTCGCGCTTAGCTGGAT 

 

Programas usados para o desenho dos primers: Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/); 

Oligo calc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html); 

OligoPerfect™ Designer – Invitrogem (http://tools.lifetechnologies.com/content.cfm?pageid=9716). 

 

2.7.2 Análise da expressão de genes nucleares 

 A expressão de genes relacionados à biossíntese de ácidos graxos, codificados 

pelo genoma nuclear, também foi avaliada no presente estudo como forma de identificar 

as consequências da expressão dos transgenes sobre o metabolismo de ácidos graxos em 

nível transcricional.  Para tanto foram construídos primers para o cDNA de genes 

nucleares que codificam as subunidades da ACCase heteromérica plastidial (BCCP, BC, 

α-CT  homólogos aos respectivos genes CAC1, CAC2 e CAC3 em A. thaliana) e para 

genes que codificam desaturases endereçadas para o retículo endoplasmático e para o 

plastídio (homólogos aos genes FAD2, FAD4, FAD5, FAD6 e SSI2 em A. thaliana). 

Para os genes FAD3, FAD7 e FAD8, codificantes de Δ15 dessaturases em A. thaliana, 

as mesmas sequências homólogas foram encontradas em tabaco (TA17352_4097, 

TA15380_4097 e TA20957_4097) através do banco de dados TIGR Plant Transcript 

Assemblies database. Contudo, apenas a sequência TA17352_4097 alcançou um 

alinhamento significativo usando um banco de dados de sequências de nucleotídeos de 

A. thaliana através do Basic Local Alignment Search Tool (Blast). O maior score de 

alinhamento, cobrindo 70% da sequência, deu-se com a sequência de mRNA da 

dessaturase FAD7 (Δ15 dessaturase plastidial). Dessa forma, primers foram desenhados 

para a sequência TA17352_4097 homóloga à dessaturase FAD7 em A. thaliana.  

 Também foi avaliado o efeito da expressão dos trangenes sobre a biossíntese de 

jasmonatos mediante análise da expressão de genes regulados por metil-jasmonato, 
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segundo estudo de expressão gênica realizada por Jung et al. (2007) em A. thaliana. Os 

genes analisados foram os genes codificantes das enzimas OPDA redutase (homólogo 

ao gene OPR3 de Solanum lycopersicum), 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase 

(homólogo ao gene ACO2 de A. thaliana) e a subunidade de 5kDa do Fotossistema II 

(homólogo ao gene AT1G51400 de A. thaliana). 

Todos os primers usados para essa análise de expressão gênica estão descritos na 

abaixo (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Sequência dos primers desenhados para a análise de expressão de genes 

nucleares em plantas de tabaco transplastômicas e do tipo selvagem 

Gene Primers (senso / reverso; 5’→3’) 

L17 CGCCGATAACACTGGTGCAA / CACAAGCTGATGGCAACCTG 

L25 GAAACCCCAAGTACCCTCGTA / ATTGCAGACTCTGTGGTGAGG 

PP2A TTGGGCCCACGATCAAAAGG / CGCTCCCTGGAATCATCAAC 

CAC1 CTGCAGCAAAGCCATCTGAC / CCAACCTTCACAAATGGTGGT 

CAC2 GCACCTTCCCCTGCATTAAC / CCACGGTACCAACACCAATG 

CAC3 CGGCTTCAGACCTTCTTCGT / TGCAGAGACGGCAAAATCTC 

FAD2 GTGACTACCAGTGGGTCGATGA / GCGACGATGACTATATTTCCAAGAG 

FAD4 GTGGTTCTTGGCTTTGTTGGTG / CAACCACTAGAGGAGGAAGTTTAC 

FAD5 TGGATTTGGGCTCAGCTGCT / CCAACAGCAGCCCAATTGAAG 

FAD6 GCGTCTTCGCTTTTATGGCA / TGATAACCCAACCACGGCAT 

FAD7 TCCAAGTGCTTAAGCTCTATGGC / CCATGGTGATGCAAGTAGGTAAC 

SSI2 GTTCTAGTTGGGGATATGATCACAGA / CTTGCTCCGGTTTCATCACG 

OPR3 ATTTCTCCAACTTCAGCTGGG / ACAGCACCTTTTGAATGTACTAC 

ACO GGACACTGTGGAGAAGCTAAC / CAGCCTGAACAGCCTCAAGT 

PSII5kDa CTGTTGCCGCTAGCTCAGT / TTGATAGTACTTCTTCTTGGCTTCC 

 

Programas usados para o desenho dos primers: Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/); 

Oligo calc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html); 

OligoPerfect™ Designer – Invitrogem (http://tools.lifetechnologies.com/content.cfm?pageid=9716) 

 

2.8 Análise de ácidos graxos 

 Amostras foliares coletadas em plantas de 4 e 8 semanas (conforme tópico 2.6) e 

sementes foram analisadas quanto ao conteúdo e o perfil de ácidos graxos através de 
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cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionização de chama (GC-FID) 

conforme Laurens et al (2012). 

A extração e derivatização de ácidos graxos (transformação de ácido graxo em 

éster metílico através da metilação do terminal carboxílico) de amostras foliares foram 

realizadas em uma etapa única, utilizando tecido foliar liofilizado. Cerca de 20 mg de 

tecido liofilizado foram colocados em um tubo de vidro com tampa e ao mesmo 

adicionou-se 425 µL de metanol-clorofórmio (1:2) contendo 250 µg de padrão interno 

(ácido heptadecanoico, 98% Sigma) para uma pré-embebição da amostra. Em seguida 

foram adicionados 600 µL de HCl 5% em metanol, sendo a reação de derivatização 

procedida a 85˚C por 1 h em banho-seco. Após o período de incubação, o tubo foi 

resfriado à temperatura ambiente e adicionou-se ao mesmo 2 mL de hexano 

(Chromasolv®, para HPLC, Sigma-Aldrich) para extrair os ésteres metílicos derivados 

de ácidos graxos, sendo, em seguida, transferida uma alíquota da fase em hexano para 

vials de vidro com septos de PTFE/silicone, compatíveis com a análise por GC-FID. 

Semelhantemente, a extração e derivatização de ácidos graxos de sementes 

foram realizadas em uma etapa única, a partir de sementes intactas, diferindo apenas na 

quantidade de material utilizado (10 mg de sementes) e na quantidade de hexano na qual 

os ésteres metílicos foram dissolvidos na etapa final (4 ml ao invés de 2ml).  

Todos os ácidos graxos extraídos e derivatizados (a partir de folhas e sementes) 

foram analisados em GC-FID usando a coluna Agilent HP-88. Para cada análise foi 

injetado no cromatógrafo 1 µl da amostra dissolvida em hexano, com o modo de entrada 

Splitless, a 260˚C, pressão constante (363 kPa) e purga em 90 s. A programação de 

temperatura do forno usada foi de 60˚C por 1 min, rampa de 130˚C a 20˚C por minuto, 

rampa de 240˚C a 5˚C por minuto e permanência por 10 minutos a 240˚C. A 

temperatura da chama foi de 270˚C com fluxo de gás padrão. 

A identificação dos diferentes tipos de ácidos graxos presentes nas folhas foi 

baseada na comparação entre os fatores de retenção dos picos obtidos nos 

cromatogramas de cada amostra e no cromatograma gerado por uma amostra padrão 

contendo uma mistura de vários metil-ésteres de ácidos graxos de cadeia conhecida 

(Supelco® 37 Component FAME Mix, Sigma-Aldrich). Uma vez identificados, os 

ácidos graxos foram quantificados pelo método da padronização interna (Christie, 1989; 

Visentainer e Franco, 2006) fazendo uso do fator de correção teórico (FCT), que corrige 

a resposta diferencial do DIC para os diferentes ésteres metílicos em relação ao padrão 

interno, e do fator de conversão éster metílico para ácido graxo (FCEA). Usando a 
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fórmula M x = (Ax x MP x FCT) / (AP x FCEA x MA), os ácidos graxos foram 

quantificados (expressos em mg g-1 de massa seca, Mx) a partir das massas do padrão 

interno (Mp) e da amostra (MA) e das áreas (integrais dos picos no cromatograma) do 

padrão interno (AP) e do ácido graxo X (AX).  

 

2.9 Análises bioquímicas 

 Folhas de plantas com 4 e 8 semanas (coletadas conforme tópico 2.6) foram 

submetidas a análises bioquímicas conforme Nunes-Nesi et al. (2007). Para tanto, cerca 

de 25 mg de tecido foliar fresco macerado em nitrogênio líquido foi submetido a 

extrações seriadas à quente (80°C) em etanol 98, 80 e 50%. Em cada etapa de extração, 

o tempo de incubação foi de 20 min, seguido por centrifugação (10 min a 17000 g) e 

coleta do sobrenadante. Os sobrenadantes das extrações em série foram reunidos em um 

mesmo microtubo, sendo denominado de extrato etanólico, o qual foi utilizado para as 

quantificações de clorofilas, nitrato, aminoácidos totais, malato, fumarato, glicose, 

frutose e sacarose. O material que não foi extraído com as soluções de etanol formou 

um precipitado, a partir do qual, posteriormente, quantificou-se proteínas e amido. Toda 

a extração foi realizada ao abrigo da luz e o extrato etanólico e o precipitado resultante, 

conservados a -20°C. 

 

 2.9.1 Clorofilas a e b 

 Para a determinação de clorofilas a e b utilizou-se o extrato etanólico 

imediatamente após o seu preparo e ao abrigo da luz.  Foram adicionados a 50 µL do 

extrato etanólico diluído (1/2) e 120 µL de etanol 98% em uma microplaca de 96 poços. 

Após, foram realizadas leituras de absorbância (A) nos comprimentos de onda de 645 e 

665 nm em um leitor de microplacas (VersaMax Tunable Microplate Reader) e as 

concentrações das clorofilas foram determinadas segundo Porra et al. (1989) 

 

 2.9.2 Nitrato 

 O conteúdo de nitrato foi determinado segundo Fritz et al. (2006). Em uma 

microplaca de 96 poços foram adicionados 10 µL do extrato etanólico, 10 µL de tampão 

fosfato 1M pH 7,5 (KH2PO4 / K2HPO4), 0,5 µL de NADPH 50mM, 0 ou 5 µL de nitrato 

redutase (5 U mL-1) e o volume completado para 100 µL com água ultrapura. A reação 

foi incubada a 25°C por 30 min e em seguida foram adicionados 15 µL de PMS 

0,25mM (metossulfato de fenazina) e incubado novamente a 25°C por 20 min. Após 
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esse intervalo, 60 µL de sulfanilamida 1% m/v em ácido fosfórico 3M e 60 µL de 

NNEDA 0,2% m/v (ácido N-naftil etilenodiamina) foram adicionados em cada reação e 

incubados por 10 min a 25°C. Como o nitrato é quantificado com base no nitrito 

formado através da enzima nitrato redutase, duas reações diferentes foram feitas, uma 

contendo a enzima e outra sem adição da mesma, e a diferença de absorbância entre as 

reações é utilizada para estimar o teor de nitrato na amostra. Leituras de absorbância 

foram feitas a 540 nm e a quantificação do nitrato realizada com base em uma curva-

padrão construída com diferentes concentrações de nitrato.  

 

 2.9.3 Aminoácidos totais 

 O conteúdo de aminoácidos totais foi determinado segundo Gibon et al (2004). 

Em uma microplaca de 96 poços, foram adicionados em cada poço 25 µL do extrato 

etanólico, 25 µL de etanol 70%, 50 µL de tampão citrato (ácido cítrico / citrato de sódio 

1M pH 5,2 + 0,2% de ácido ascórbico) e 100 µL de ninhidrina 1% (m/v) em etanol 

70%. Em seguida, a microplaca foi incubada a 95°C por 20 min (ao abrigo da luz) e 

após, determinou-se a absorbância a 570 nm. Para a quantificação dos aminoácidos na 

amostra, uma curva-padrão a partir de diferentes concentrações do aminoácido leucina 

foi feita. 

 

 2.9.4 Ácidos orgânicos 

 O conteúdo dos ácidos orgânicos malato e fumarato foi determinado conforme 

Nunes-Nesi et al. (2007). Segundo esse método, o malato e o fumarato são 

quantificados indiretamente a partir da detecção, no comprimento de onda de 570 nm, 

de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio) reduzido na medida 

em que as enzimas L-malato desidrogenase (L-MDH) e fumarase são adicionadas em 

série. Para tanto, preparou-se a seguinte reação em microplaca de 96 poços: 10 µL de 

extrato etanólico, 50 µL de tampão tricina (tricina/KOH 0,2M, MgCl2 10mM, pH 9,0), 

10 µL de MTT 10mM, 2 µL de PES 20 mM (etossulfato de fenazina), 10 µL de NAD+ 

30 mM, 5µL de triton X100 10% e 3 µL de água ultrapura. Em seguida, leituras a 570 

nm foram feitas a cada 1 min por cerca de 15 min, até a estabilização da linha de base. 

Uma vez alcançada uma linha de base estável, adicionou-se em cada reação (poço) 1 

unidade da enzima L-malato desidrogenase (L-MDH) e a cinética da reação  foi 

monitorada por leituras de absorbância a 570 nm a cada 1 min, até alcançar-se 

novamente um nível de absorbância constante. Após essa etapa, foi adicionado 0,1 
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unidade da enzima Fumarase e leituras de absorbância a 570 nm a cada 1 min foram 

realizadas até não haver mais variações na absorbância. A quantificação de malato e 

fumarato foi realizada com base em uma curva-padrão construída a partir de diferentes 

concentrações conhecidas de ácido málico e de ácido fumárico, respectivamente. 

 

2.9.5 Açúcares 

 Os monossacarídeos glicose e frutose e o dissacarídeo sacarose foram 

determinados segundo Fernie et al. (2001). A quantificação desses açúcares é obtida de 

forma indireta a partir da absorbância do NADPH formado na medida em que as 

enzimas glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PDH), hexocinase, fosfoglicoisomerase 

(PGI) e invertase são adicionadas sequencialmente. A reação de quantificação foi 

preparada em microplaca de 96 poços e para cada reação foi usado 25 µL do extrato 

etanólico, 25 µL de etanol 80% e 160 µL do mix de reação formado por 15,5 mL de 

tampão Hepes 0,1M pH 7,0 + MgCl2 30mM, 480 µL de ATP 60 mg mL-1, 480 µL de 

NADP 36 mg mL-1 e 80 µL de G6PDH (grade II, 5 mg mL-1). Em seguida foi feita a 

leitura de absorbância a 340 nm em intervalos de 1 min até a estabilização da linha de 

base (cerca de 15 min). Após esse período, a concentração de glicose foi determinada 

adicionando-se 1,5 unidades da enzima hexocinase. A cinética da reação foi monitora 

por leituras de absorbância a 340 nm a cada 1 min, até alcançar-se novamente um nível 

de absorbância constante. Na sequência, 0,7 unidades de PGI foi adicionada para a 

quantificação de frutose e após a estabilização da absorbância, 5 unidades de invertase 

foram adicionadas à reação para a determinação de sacarose.  

 

2.9.6 Proteínas solúveis 

 A concentração de proteínas solúveis foi determinada segundo Gibon et al. 

(2004). O precipitado obtido na etapa de extração foi ressuspendido em 0,4 mL de 

NaOH 0,1M,  incubado por 60 min a 90°C e em seguida centrifugado a 17000 g por 10 

min. Retirou-se 3 µL do sobrenadante e ao mesmo foi adicionado 180 µL do reagente 

Bradford diluído (1:5) em microplaca de 96 poços. Após 5 min, leitura de absorbância 

foi realizada no comprimento de onda de 595 nm. Através de uma curva-padrão com 

diferentes concentrações de albumina sérica bovina (BSA), determinou-se a 

concentração de proteínas na amostra.  
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 2.9.7 Amido 

 A partir do precipitado ressuspendido em NaOH 0,1 M (descrito anteriormente), 

determinou-se o conteúdo de amido conforme Fernie et al. (2001). Primeiramente, 70 

µL de ácido acético 1M foi adicionado à solução de NaOH para a neutralização da 

mesma. Em seguida, retirou-se uma alíquota de 40 µL da solução neutralizada e o 

amido foi degradado nesta alíquota pela adição das enzimas amiloglucosidade (0,14 U) 

e α-amilase (0,12 U) solubilizadas em tampão acetato 50mM pH 4,9 (ácido 

acético/acetato de sódio) e incubadas a 55°C por 60 min. Após a degradação, a amostra 

foi centrifugada e o sobrenadante foi utilizado para a determinação da glicose 

(resultante da degradação do amido). Para isso, em uma microplaca de 96 poços, foram 

adicionados 25 µL do sobrenadante, 25 µL de ácido acético 1M, 160 µL do mix de 

reação composto por 15,5 mL de tampão Hepes/KOH 0,1M pH 7,0 + MgCl2 30 mM, 

480 µL de ATP 60 mg mL-1, 480 µL de NADP 36 mg mL-1 e 80 µL de G6PDH (grade 

II, 5 mg mL-1). Em seguida foi feita a leitura de absorbância a 340 nm em intervalos de 

1 min até a estabilização da linha de base (cerca de 15 min). Após esse período, a 

concentração de glicose foi determinada adicionando-se 1 unidade da enzima 

hexocinase. A cinética da reação foi monitorada por leituras de absorbância a 340 nm a 

cada 1 min, até alcançar-se novamente um nível de absorbância constante. A 

concentração de glicose foi determinada indiretamente com base na quantidade de 

NADPH produzido após a adição de cada enzima. 

 

2.10 Estresse por temperatura 

Para a avaliação da tolerância a estresse por alta e baixa temperatura, sementes 

de plantas WT e transplastômicas foram germinadas e crescidas, até determinados 

estádios de desenvolvimento, em solo em casa de vegetação (conforme descrito 

anteriormente). A análise de tolerância à condição estressante deu-se em três diferentes 

estádios de desenvolvimento das plantas: estádio cotiledonar, plantas com duas semanas 

e com quatro semanas após germinação. 

 Plantas no estádio cotiledonar (3-4 dias após germinação) e com duas semanas 

(3-4 folhas) foram transferidas para câmaras de crescimento a 4°C ou 40°C, sob 

intensidade luminosa constante (150 µmol fótons m-2 s-1). Durante o período de 

incubação, foram realizadas observações quanto ao aparecimento de danos nas 

plântulas. Após determinados períodos de incubação, as plântulas foram transferidas 
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novamente para a condição inicial (casa de vegetação) e a recuperação do crescimento 

foi avaliado. 

 Os mesmos procedimentos anteriormente citados também foram feitos em 

plantas com 4 semanas de idade, com a adição da mensuração de parâmetros de 

fluorescência e de trocas gasosas na terceira folha (a partir do ápice) de plantas controle 

(na condição inicial em casa de vegetação) e após 2 dias na condição estressante. 

 

2.11 Delineamento experimental e análise estatística 

 Todo experimento conduzido em casa de vegetação e em câmaras de 

crescimento foi organizado de modo inteiramente casualisado. Para a análise de 

crescimento e parâmetros fotossintéticos das plantas crescidas em casa de vegetação 

foram utilizadas 9 repetições para cada genótipo em estudo. As análises bioquímicas e 

de ácidos graxos foram conduzidas com 6 repetições biológicas por genótipo. Para a 

avaliação de expressão gênica, 3 repetições biológicas por genótipo foram utilizadas.   

Para avaliar possíveis diferenças entre os tratamentos foi feita análise de 

variância (P < 0,05) e, quando necessário, diferenças entre as médias foram examinadas 

pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade. 
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3. Resultados 

 

3.1 Eficiência da transformação plastidial, herança dos transgenes e identificação 

das dessaturases de cianobactéria 

 A eficiência da inserção do cassete de transformação foi confirmada através da 

germinação de sementes em meio de cultura MS com os antibióticos espectinomicina e 

estreptomicina (Figura 2).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Teste de germinação de sementes transplastômicas (pEnptII, pSdesC, pSdesA 

e pSdesB) e do tipo selvagem (WT) em meio de cultura contendo espectinomicina e 

estreptomicina como agentes seletivos.  

 

Os antibióticos espectinomicina e estreptomicina bloqueiam a síntese de 

proteínas nos cloroplastos e, por consequência, inibem a biossíntese de clorofila 

conferindo uma coloração branca às plântulas que não contêm o gene de resistência 

aadA. Dessa forma, sementes WT produziram plântulas brancas, albinas, enquanto 

todas as sementes dos genótipos transplastômicos geraram plântulas verdes, 

confirmando o estado de homoplasmia. O uso dos dois antibióticos, espectinomicina e 

estreptomicina, como agentes seletivos se faz necessário para eliminar mutantes 

espontâneos que são insensíveis à espectinomicina, porém não à presença dos dois 

agentes seletivos (Svab e Maliga, 1993; Rogalski et al., 2006). 

 O mesmo padrão de coloração de plântulas foi observado em sementes geradas a 

partir do cruzamento entre plantas do tipo selvagem e transplastômicas e vice-versa. 

Sementes geradas por plantas WT a partir de pólen de plantas transplastômicas geraram 

plântulas brancas em meio de cultura contendo antibióticos, enquanto sementes geradas 

por plantas transplastômicas a partir de pólen WT geraram plântulas completamente 

verdes em meio seletivo. Tais resultados confirmam a herança materna do genoma 

WT pEnptII pSdesC pSdesA pSdesB 

1 cm 
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plastidial em plantas de tabaco (Ruf et al., 2007; Svab e Maliga, 2007) e, 

consequentemente, dos transgenes (Rogalski et al., 2008b).  

 O teste de germinação em meio seletivo avalia apenas a presença ou ausência do 

transgene que confere resistência (aadA), assim, para avaliar a inserção das dessaturases 

transgênicas, fez-se uso do PCR a partir de DNA extraído de amostras foliares de 

plantas cultivadas em casa de vegetação. Amplicons correspondendes aos transgenes 

desC (0,9 Kb), desA (1,0 Kb) e desB (0,9 Kb) foram identificados nos genótipos 

pSdesC, pSdesA e pSdesB, respectivamente, conforme esperado (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Identificação das dessaturases transgênicas por PCR. A) O transgene desC foi 

amplificado em todas as linhas de pSdesC (linhas A, B e C) e no vetor pMR1 (controle 

+). B) O transgene desA foi amplificado em todas as linhas de pSdesA (linhas D, E e F) 

e no vetor pMR2 (controle +). C) O transgene desB foi amplificado em todas as linhas 

de pSdesB (linhas G, H e J) e no vetor pMR3 (controle +). 

 

3.2 Análise de crescimento das plantas cultivadas em casa de vegetação 

 O fenótipo das plantas pSdesC e pSdesA quando crescidas em condições de casa 

de vegetação foi similar ao das plantas controles (WT e pEnptII) em todos os estádios 

de desenvolvimento. Diferentemente, plantas pSdesB claramente apresentaram uma 

altura reduzida da parte aérea em relação aos demais genótipos. Imagens representativas 

dos diferentes genótipos nos estádios em que foram feitas as análises fisiológicas, 

bioquímicas e moleculares são indicadas nas Figuras 4 e 5.  
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Figura 4: Plantas com 4 semanas cultivadas em condições de casa de vegetação.  

 

 

Figura 5: Plantas com 8 semanas cultivadas em condições de casa de vegetação.  

 

 Os parâmetros de crescimento avaliados (Tabela 5) confirmam o reduzido 

crescimento da parte aérea, tanto em altura como em acúmulo de biomassa seca das 

plantas pSdesB. Ademais, plantas expressando o gene desB apresentaram também uma 

reduzida biomassa seca da raiz, refletindo em uma partição de biomassa entre parte 

aérea e raiz similar aos genótipos controle. Tais dados indicam que nas plantas pSdesB o 
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acúmulo de biomassa seca é reduzido na planta como um todo. A menor taxa de 

crescimento relativo (TCR) corrobora este fato. 

 Em síntese, a análise de crescimento sugere que a inserção dos genes de 

cianobactéria desC e desA no genoma plastidial de tabaco não afetou o crescimento das 

plantas quando cultivadas em casa de vegetação. Por outro lado, plantas expressando 

desB apresentaram um fenótipo de crescimento reduzido, acumulando apenas cerca de 

30% da massa seca acumulada em plantas WT, no estádio de 8 semanas.  

 

Tabela 5: Parâmetros de crescimento de plantas com 4 e 8 semanas cultivadas em casa 

de vegetação 

Idade Parâmetros Genótipos 

WT pEnptII pSdesC pSdesA pSdesB 

4 semanas Altura (cm) 7,80 ± 0,56a 8,67 ± 0,56a 7,41 ± 0,34a 8,24 ± 0,62a 5,20 ± 0,75b 

MS da raiz (g) 0,13 ± 0,01a 0,14 ± 0,02a 0,11 ± 0,01a 0,12 ± 0,01a 0,07 ± 0,01b 

MS da PA (g) 1,13 ± 0,09a 1,37 ± 0,12a 1,06 ± 0,07a 1,29 ± 0,12a 0,67 ± 0,11b 

PA / Raiz (g / g) 9,23 ± 0,55 10,71 ± 1,07 9,46 ± 0,47 10,66 ± 0,40 9,79 ± 0,32 

8 semanas Altura (cm) 34,38 ± 1,56a 33,55 ± 2,04a 32,47 ± 2,02a 33,99 ± 1,30a 16,28 ± 2,16b 

MS da raiz (g) 1,79 ± 0,12a 1,56 ± 0,25a 1,77 ± 0,22a 1,55 ± 0,14a 0,53 ± 0,09b 

MS da PA (g) 8,53 ± 0,48a 7,56 ± 0,78a 7,78 ± 0,85a 7,66 ± 0,58a 2,56 ± 0,45b 

PA / Raiz (g / g) 4,81 ± 0,15 5,17 ± 0,44 4,46 ± 0,19 5,02 ± 0,17 4,81 ± 0,21 

TCR (g dia-1) 0,076 ± 0,004a 0,064 ± 0,005a 0,074 ± 0,003a 0,068 ± 0,004a 0,050 ± 0,003b 

 

Os valores são apresentados como médias ± EP de 9 repetições; letras diferentes correspondem a médias que diferem 

significativamente segundo teste SNK, P < 0,05. MS, massa seca; PA, parte aérea; TCR, taxa de crescimento relativo. 

 

3.3 Análise de expressão dos transgenes 

O nível de expressão dos transgenes foi avaliado em comparação ao nível de 

mRNA do gene atpI, cujo promotor foi utilizado para a expressão das dessaturases 

transgênicas nas plantas pSdesC, pSdesA e pSdesB. A análise de expressão foi realizada 

em duas idades distintas das plantas, 4 e 8 semanas. Em ambas as análises, observou-se 

uma forte redução da expressão dos transgenes que codificam dessaturases de 

cianobactéria em relação ao gene atpI, principalmente nos genótipos pSdesA e pSdesB. 

Além disso, os dados sugerem que essa redução é dependente do genótipo, uma vez que 

é seguida por uma proporcional redução dos níveis de mRNA do transgene aadA 

(Figura 6). 
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Figura 6: Nível de expressão das dessaturases transgênicas (desC, desA e desB 

presentes, respectivamente, em plantas pSdesC, pSdesA e pSdesB) e do agente de 

seleção aadA. O nível de expressão do gene endógeno atpI é também mostrado em 

comparação com os trangenes. O nível de mRNA apresentado no gráfico é relativo ao 

gene de referência accD. Resultado similar foi obtido usando o gene de referência 

matK. Os valores são apresentados como médias ± EP de 3 repetições; letras diferentes 

correspondem a médias que diferem significativamente segundo teste SNK, P < 0,05. 

  

Um perfil semelhante de expressão é em geral esperado para plantas 

transplastômicas que ainda não alcançaram a homoplasmia, ou seja, estão em estado 

heteroplásmico em que parte dos genomas são transformados e parte ainda permanece 

não transformado, tipo WT (Drescher et al., 2000; Kode et al., 2005; Rogalski et al., 

2006). Contudo, o estado de homoplasmia foi confirmado para todos os genótipos em 

estudo através do teste de germinação de sementes, conforme mostrado anteriormente 

(Svab e Maliga, 1993). 

   

3.4 Expressão de genes relacionados ao metabolismo de ácidos graxos 

 Para verificar se a expressão das dessaturases de cianobactéria em plantas de 

tabaco exerce influência sobre o metabolismo de ácidos graxos em nível transcricional, 

diversos genes atuantes nessa via metabólica foram selecionados para análise de 

expressão gênica por PCR em tempo real em plantas com 8 semanas (Figura 7). Os 

dados indicam que a presença das dessaturases transgênicas não afeta, em nível 

transcricional, as dessaturases endógenas FAD2 (ω3 acil-lipídio dessaturase do retículo 
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endoplasmático, produz principalmente 18:2Δ9,12), FAD4 (tΔ3 palmitoil-lipídio 

dessaturase plastidial, produz 16:1Δ3t), FAD7 (ω3 acil-lipídio dessaturase plastidial, 

produz 18:3 Δ9,12,15) e SSI2 (Δ9 acil-ACP dessaturase, produz 18:1 Δ9). Entretanto, um 

nível significativamente maior de transcritos dos genes FAD5 (codifica a enzima Δ7 

palmitoil-lipídio dessaturase plastidial, produz 16:1Δ7) e FAD6 (codifica a enzima ω6 

acil-lipídio dessaturase plastidial, produz 18:2 Δ9,12 e 16:2Δ7,10) foi apresentado pelos 

genótipos pSdesB e pSdesC em relação a WT. Porém, é importante ressaltar que níveis 

altos desses transcritos também foram apresentados por plantas pEnptII, similares a 

pSdesB e pSdesC, o que exclui uma possível influência das dessaturases transgênicas no 

nível de mRNA dessas desaturases endógenas. 
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Figura 7: Expressão de genes relacionados ao metabolismo de ácidos graxos em 

plantas de 8 semanas dos genótipos controle (WT e pEnptII) e de plantas expressando 

diferentes dessaturases de cianobactéria (pSdesC, pSdesA e pSdesB). O nível de mRNA 

foi normalizado usando o gene de referência PP2A. Resultado similar foi obtido usando 

o gene de referência L25. Os valores são apresentados como médias ± EP de 3 

repetições; letras diferentes correspondem a médias que diferem significativamente 

segundo teste SNK, P < 0,05. 

 

Semelhantemente, as subunidades da enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase) 

codificadas pelo pelos genes nucleares CAC1 (subunidade BCCP, proteína 

transportadora da carboxil biotina), CAC2 (subunidade BC, biotina carboxilase) e CAC3 

(α-CT, subunidade α da carboxil transferase) não tiveram seus níveis de mRNA 

alterados pela expressão dos transgenes. Igualmente, nenhuma diferença de expressão 

entre os genótipos avaliados foi observada para os genes regulados por jasmonatos 
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OPR3 (codifica a enzima 12-oxofitodienoato redutase, atuante na via de biossíntese de 

jasmonato), ACO (codifica a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase, 

atuante na via de biossíntese de etileno) e PSII5kDa (codifica uma subunidade de 5kDa 

do fotossistema II). 

A análise de expressão gênica também foi realizada em plantas com 4 semanas, 

onde o perfil de expressão obtido foi semelhante entre os genótipos em estudo (dados 

não mostrados). Dessa forma, para os genes analisados, os dados obtidos indicam que 

os mesmos não sofreram alterações transcricionais significativas entre os genótipos 

transplastômicos e WT, mesmo nas plantas pSdesB, as quais tiveram um grande 

comprometimento do crescimento quando cultivadas em condições de casa de 

vegetação.  

Os níveis de transcritos das dessaturases transgênicas também foram 

comparados com o nível de mRNA das dessaturases endógenas (Figura 8), além da 

comparação com transcritos plastidiais anteriormente apresentada (Figura 6). 

Transcritos do transgene desC alcançaram níveis muito acima de todas as outras 

dessaturases, enquanto mRNA dos transgenes desA e desB acumularam-se na mesma 

faixa de variação das dessaturases endógenas.  
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Figura 8: Nível relativo de mRNA das dessaturases transgênicas desC, desA e desB nos 

respectivos genótipos pSdesC, pSdesA e pSdeB em comparação com os níveis de 

expressão das dessaturases endógenas (nível médio entre todos os genótipos) em plantas 

de 8 semanas. O nível de mRNA apresentado no gráfico é relativo ao gene de referência 

PP2A. Os valores são apresentados como médias ± EP de 3 repetições. 
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3.5 Conteúdo e perfil de ácidos graxos em folhas 

O conteúdo médio de ácidos graxos totais em plantas transplastômicas 

expressando os genes de cianobactéria desC e desA foi similar ao de plantas controle 

(WT e pEnptII) nos dois estádios de desenvolvimento avaliados (Figura 9). Em 

contrapartida, plantas transplastômicas expressando o gene desB de cianobactéria 

apresentaram um aumento no conteúdo de ácidos graxos totais de um modo dependente 

do estádio de desenvolvimento das plantas pSdesB. Isto é, enquanto plantas mais jovens 

(4 semanas) mostraram um conteúdo de ácidos graxos similar aos controles, plantas de 

8 semanas alcançaram em média 30% mais ácidos graxos do que plantas WT (Figura 9). 
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Figura 9: Conteúdo de ácidos graxos totais em plantas com 4 e 8 semanas dos 

genótipos controle (WT e pEnptII) e expressando dessaturases de cianobactéria 

(pSdesC, pSdesA e pSdesB). Os valores são apresentados como médias ± EP de 6 

repetições; letras diferentes correspondem a médias que diferem significativamente 

segundo teste SNK, P < 0,05. 

 

Por outro lado, nenhum dos genótipos transplastômicos expressando 

dessaturases transgênicas apresentou um perfil médio de ácidos graxos 

significativamente diferente dos genótipos controle (Tabela 6). A avaliação do perfil de 

ácidos graxos agrupados nas classes saturados, insaturados e trienoicos também mostrou 

que os genótipos pSdesC, pSdesA e pSdesB não sofreram qualquer tipo de modificação 

no perfil de instauração dos ácidos graxos, tanto no estádio de 4 (dados não mostrados) 

como no de 8 semanas (Figura 10).  
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Tabela 6: Perfil de ácidos graxos em folhas de plantas com 4 e 8 semanas dos 

genótipos controle (WT e pEnptII) e expressando dessaturases de cianobactéria 

(pSdesC, pSdesA e pSdesB) 

Genótipo Ácido graxo (% mol)  

 16:0 16:1 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3 

4 semanas 

WT 17,71 ± 0,23 3,20 ± 0,05 5,85 ± 0,13 2,17 ± 0,18 2,37 ± 0,27 14,49 ± 0,43 52,22 ± 0,61 

pNptII 18,40 ± 1,00  3,14 ± 0,07 5,73 ± 0,21 2,69 ± 0,63 2,29 ± 0,22 13,85 ± 0,64 53,90 ± 1,25 

pSdesC 17,19 ± 0,24  3,24 ± 0,05 5,85 ± 0,12 1,72 ± 0,07 2,35 ± 0,25 14,37 ± 0,39 55,26 ± 0,70 

pSdesA 17,44 ± 0,36  3,25 ± 0,04 6,02 ± 0,06 1,91 ± 0,26 2,45 ± 0,16 14,47 ± 0,41 54,46 ± 0,30 

pSdeB 18,80 ± 0,91 3,10 ± 0,01 5,35 ± 0,13 2,70 ± 0,51 2,33 ± 0,19 14,13 ± 0,53 53,58 ± 0,90 

8 semanas 

WT 17,71 ± 0,23 2,51 ± 0,14 4,80 ± 0,11ab 2,63 ± 0,14 2,09 ± 0,08 15,58 ± 0,27 54,68 ± 0,51 

pNptII 18,58 ± 0,35 2,47 ± 0,10 4,79 ± 0,06ab 2,98 ± 0,38 1,95 ± 0,07 15,43 ± 0,30 53,80 ± 0,86 

pSdesC 18,26 ± 0,58 2,49 ± 0,11 5,04 ± 0,06a 2,80 ± 0,34 1,99 ± 0,07 15,47 ± 0,23 53,94 ± 0,87 

pSdesA 18,12 ± 0,63 2,30 ± 0,09 5,00 ± 0,11a 2,88 ± 0,36 2,10 ± 0,14 16,08 ± 0,30 53,52 ± 1,05 

pSdeB 19,58 ± 0,93 2,46 ± 0,07 4,55 ± 0,13b 3,06 ± 0,61 1,91 ± 0,30 15,71 ± 0,61 52,73 ± 1,41 

 

Os valores são apresentados como médias ± EP de 6 repetições; letras diferentes correspondem a médias que diferem 

significativamente segundo teste SNK, P < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Perfil de ácidos graxos agrupados em saturados, insaturados e trienoicos em 

plantas com 8 semanas dos genótipos controle (WT e pEnptII) e expressando 

dessaturases de cianobactéria (pSdesC, pSdesA e pSdesB). Os valores são apresentados 

como médias ± EP de 6 repetições; as médias não diferem significativamente segundo 

ANOVA, P < 0,05.  
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3.6 Conteúdo e perfil de ácidos graxos em sementes 

 O conteúdo total de ácidos graxos em sementes foi similar entre os genótipos 

controle e plantas transplastômicas expressando dessaturases de cianobactéria (Figura 

11). Da mesma forma, nenhuma alteração do perfil de ácidos graxos foi observada entre 

os genótipos em estudo (Tabela 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Conteúdo de ácidos graxos totais em sementes dos genótipos controle (WT 

e pEnptII) e expressando dessaturases de cianobactéria (pSdesC, pSdesA e pSdesB). Os 

valores são apresentados como médias ± EP de 6 repetições; as médias não diferem 

significativamente  segundo ANOVA, P < 0,05. 

 

Tabela 7: Perfil de ácidos graxos em sementes dos genótipos controle (WT e pEnptII) e 

expressando dessaturases de cianobactéria (pSdesC, pSdesA e pSdesB) 

Genótipo Ácido graxo (% mol) 

 16:0 18:0 18:1 18:1t 18:2 18:2t 18:3 

WT 10,26 ± 0,084 3,04 ± 0,068 9,89 ± 0,072b 0,41 ± 0,008 75,39 ± 0,219 0,20 ± 0,003ab 0,80 ± 0,017 

pNptII 10,53 ± 0,128  3,15 ± 0,088 10,36 ± 0,144a 0,44 ± 0,037 74,47 ± 0,289 0,21 ± 0,008a 0,83 ± 0,024 

pSdesC 10,40 ± 0,219  3,16 ± 0,105 10,1 ± 0,128ab 0,42 ± 0,008 74,97 ± 0,349 0,20 ± 0,003ab 0,83 ± 0,03 

pSdesA 10,37 ± 0,098  3,20 ± 0,119 10,29 ± 0,047ab 0,39 ± 0,011 74,74 ± 0,189 0,20 ± 0,005ab 0,80 ± 0,032 

pSdesB 10,25 ± 0,156 2,83 ± 0,093 9,88 ± 0,065b 0,42 ± 0,015 75,54 ± 0,273 0,18 ± 0,004b 0,90 ± 0,02 

 

Os valores são apresentados como médias ± EP de 6 repetições; letras diferentes correspondem a médias que diferem 

significativamente segundo teste SNK, P < 0,05. 
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3.7 Análises bioquímicas 

 Plantas de tabaco expressando dessaturases de cianobactéria apresentaram teores 

de clorofilas totais e de proteínas solúveis a níveis similares ao de plantas controle nos 

dois estádios de desenvolvimento vegetativo analisados (Figura 12). O conteúdo de 

aminoácidos totais também não diferiu entre os genótipos controle e transplastômicos 

pSdesA e pSdesB. Entretanto, plantas expressando o gene desC exibiram um conteúdo 

médio de aminoácidos maior do que o conteúdo dos demais genótipos, na idade de 8 

semanas (Figura 12). Nenhuma diferença significativa foi registrada quanto ao conteúdo 

de nitrato em plantas jovens, enquanto apenas traços de nitrato foram identificado em 

plantas de 8 semanas (dados não mostrados). 

 Nenhuma diferença significativa foi observada entre plantas transplastômicas e 

WT com 4 semanas quanto ao conteúdo de amido e açúcares solúveis determinados no 

meio do período de luz (Figura 13). Todavia no estádio de 8 semanas, plantas pSdesB 

exibiram cerca de 30% menos amido e 20% menos sacarose em relação ao conteúdo de 

amido e sacarose em plantas WT. Ademais, níveis aumentados de frutose foram 

observados em todos os genótipos expressando dessaturases transgênicas, sendo, por 

sua vez, maiores em plantas pSdesB, as quais acumularam cerca de 30% mais frutose 

em comparação a plantas WT (Figura 13). 

 A concentração dos ácidos orgânicos malato e fumarato foi analisada nas plantas 

em estudo nos dois estádios de desenvolvimento supracitados. A concentração média de 

malato não diferiu entre os genótipos em nenhum dos estádios analisados. Já o teor 

médio de fumarato foi cerca de 140% maior em plantas pSdesB comparado a plantas 

WT no estádio de 8 semanas (Figura 14). Apenas traços de fumarato foram observados 

nas plantas com 4 semanas.  
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Figura 12: Teores de clorofilas totais, proteínas solúveis e aminoácidos em folhas, 

coletadas entre 11:00-11:30 horas da manhã, de plantas controle (WT e pEnptII) e 

expressando dessaturases de cianobactéria (pSdesC, pSdesA e pSdesB) nos estádios de 4 

e 8 semanas. Os valores são apresentados como médias ± EP de 6 repetições; letras 

diferentes correspondem a médias que diferem significativamente segundo teste SNK, P 

< 0,05. 
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Figura 13: Conteúdo de amido e açúcares solúveis (sacarose, glicose e frutose) em 

folhas, coletadas entre 11:00-11:30 horas da manhã, de plantas controle (WT e pEnptII) 

e expressando dessaturases de cianobactéria (pSdesC, pSdesA e pSdesB) nos estádios de 

4 e 8 semanas. Os valores são apresentados como médias ± EP de 6 repetições; letras 

diferentes correspondem a médias que diferem significativamente segundo teste SNK, P 

< 0,05. 
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Figura 14: Conteúdo dos ácidos orgânicos malato e fumarato em folhas, coletadas entre 

11:00-11:30 horas da manhã, de plantas controle (WT e pEnptII) e expressando 

dessaturases de cianobactéria (pSdesC, pSdesA e pSdesB) no estádio de 8 semanas. Os 

valores são apresentados como médias ± EP de 6 repetições; letras diferentes 

correspondem a médias que diferem significativamente segundo teste SNK, P < 0,05. 

 

3.8 Avaliação do desempenho fotossintético  

 O desempenho fotossintético de plantas de tabaco transplastômicas expressando 

dessaturases transgênicas foi similar ao de plantas controle (WT e pEnptII) segundo 

parâmetros de fluorescência da clorofila a e de trocas gasosas medidos em plantas com 

4 semanas (terceira ou quarta folha a partir do ápice). Igualmente, folhas jovens de 

plantas de 8 semanas também apresentaram valores médios dos parâmetros obtidos 

semelhantes entre os genótipos avaliados (Tabela 8).  

Em contrapartida, medidas realizadas em folhas completamente expandidas 

indicam uma taxa aumentada de fotossíntese líquida e de respiração noturna em plantas 

pSdesB, cerca de 40% e 90% maior, respectivamente, do que em plantas WT. O 

genótipo pSdesB também apresentou um leve aumento (cerca de 4%) no rendimento 

quântico máximo do FSII e um aumento de mais de 40% na taxa de transporte de 

elétrons, indicando uma maior eficiência do aparato fotoquímico. Os demais genótipos 

transplastômicos (pSdesC e pSdesA) não mostraram diferenças significativas em relação 

às plantas controle (Tabela 8).  
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Tabela 8: Parâmetros de fluorescência da clorofila a e de trocas gasosas em plantas 

com 8 semanas. Os parâmetros foram medidos na terceira e sétima folha a partir do 

ápice (folhas jovem e madura, respectivamente) 

Parâmetros Genótipos 

WT pEnptII pSdesC pSdesA pSdesB 

Folha jovem      

A (µmol CO2 m
-2 s-1) 14,10 ± 0,59 14,19 ± 0,22 15,32 ± 0,46 14,39 ± 0,21 15,46 ± 0,34 

R (µmol CO2 m
-2 s-1) -0,83 ± 0,07 -0,85 ± 0,11 -0,82 ± 0,07 -0,95 ± 0,11 -1,13 ± 0,17 

gs (mmol H2O m-2 s-1) 0,48 ± 0,03 0,51 ± 0,03 0,55 ± 0,02 0,49 ± 0,02 0,54 ± 0,02 

Ci / Ca 0,85 ± 0,009 0,86 ± 0,008 0,86 ± 0,005 0,85 ± 0,006 0,86 ± 0,003 

E (mmol H2O m-2 s-1) 4,74 ± 0,22 4,77 ± 0,13 5,05 ± 0,13 4,67 ± 0,15 4,92 ± 0,11 

A / E 2,99 ± 0,08 2,98 ± 0,09 3,04 ± 0,09 3,11 ± 0,10 3,15 ± 0,05 

Fv / Fm 0,76 ± 0,003b 0,76 ± 0,003ab 0,77 ± 0,001a 0,76 ± 0,002ab 0,77 ± 0,002a 

ΦFSII 0,52 ± 0,01 0,53 ± 0,01 0,54 ± 0,01 0,53 ± 0,01 0,55 ± 0,01 

ΦNPQ 0,32 ± 0,01 0,31 ± 0,01 0,29 ± 0,01 0,31 ± 0,01 0,28 ± 0,01 

ΦNO 0,16 ± 0,003 0,16 ± 0,004 0,17 ± 0,003 0,16 ± 0,005 0,16 ± 0,003 

TTE (µmol e- m-2 s-1) 123,72 ± 4,6 123,20 ± 2,3 130,17 ± 2,9 123,59 ± 1,6 133,90 ± 2,7 

Folha madura      

A (µmol CO2 m
-2 s-1) 7,17 ± 0,66b 8,27 ± 0,70b 7,80 ± 0,56b 7,48 ± 0,56b 10,46 ± 0,58a 

R (µmol CO2 m
-2 s-1) -0,53 ± 0,03a -0,66 ± 0,11a -0,56 ± 0,05a -0,68 ± 0,09a -1,03 ± 0,05b 

gs (mmol H2O m-2 s-1) 0,22 ± 0,04 0,29 ± 0,05 0,24 ± 0,04 0,21 ± 0,04 0,39 ± 0,04 

Ci / Ca 0,81 ± 0,02 0,84 ± 0,03 0,82 ± 0,02 0,80 ± 0,02 0,85 ± 0,02 

E (mmol H2O m-2 s-1) 2,62 ± 0,41 3,16 ± 0,41 2,74 ± 0,34 2,50 ± 0,35 3,84 ± 0,3 

A / E 3,05 ± 0,26 2,77 ± 0,29 3,04 ± 0,22 3,25 ± 0,25 2,81 ± 0,17 

Fv / Fm 0,75 ± 0,004b 0,76 ± 0,002b 0,76 ± 0,004b 0,76 ± 0,002b 0,78 ± 0,002a 

ΦFSII 0,41 ± 0,01 0,44 ± 0,02 0,42 ± 0,01 0,43 ± 0,01 0,46 ± 0,01 

ΦNPQ 0,44 ± 0,01 0,41 ± 0,03 0,43 ± 0,01 0,42 ± 0,01 0,40 ± 0,01 

ΦNO 0,15 ± 0,003 0,15 ± 0,005 0,15 ± 0,004 0,16 ± 0,003 0,14 ± 0,002 

TTE (µmol e- m-2 s-1) 60,81 ± 3,61b 68,77 ± 6,21b 65,06 ± 3,61b 61,23 ± 3,73b 88,84 ± 4,01a 

 

Os valores são apresentados como médias ± EP de 9 repetições; letras diferentes correspondem a médias que diferem 

significativamente segundo teste SNK, P < 0,05. A, Taxa líquida de fotossíntese; R, taxa de respiração noturna; gs, condutância 

estomática; Ci / Ca, razão entre a concentração interna e externa de CO2; E, taxa transpiratória; A / E, eficiência do uso da água dada 

pela razão entre as taxas de fotossíntese líquida e de transpiração; Fv / Fm, rendimento quântico máximo do FSII; ΦFSII, rendimento 

quântico efetivo do FSII; ΦNPQ, rendimento quântico da dissipação da energia regulada no FSII; ΦNO, rendimento quântico da 

dissipação da energia não regulada no FSII; TTE, taxa de transporte de elétrons. 

 

3.9 Tolerância a estresse por temperaturas alta e baixa 

 O grau de injúrias sofrido pelo tecido foliar foi similar entre as plantas 

transplastômicas expressando dessaturases de cianobactéria e plantas controle quando 
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incubadas a 4°C ou a 40°C, no estádio cotiledonar e com 2 semanas (Figura 15). A 4°C, 

todos os genótipos apresentaram paralisação do crescimento vegetativo, enquanto a 

40°C, além de um reduzido crescimento, todas as plantas avaliadas apresentaram 

clorose seguida por necrose nas folhas mais velhas. A recuperação pós-estresse entre os 

genótipos supracitados também foi similar em todos os estádios de desenvolvimento 

avaliados. 

Além das observações qualitativas acima destacadas, parâmetros de 

fluorescência da clorofila a e de trocas gasosas foram medidos na folha mais expandida 

de plantas com 4 semanas após dois dias a 4°C ou a 40°C (Tabela 9). A ETR média de 

plantas pSdesB foi aproximadamente 20% maior que em plantas WT, entretanto, a 

diferença entre as médias não foi significativa segundo o teste t (P < 0,05). Além disso, 

no geral, os parâmetros fotossintéticos medidos corroboram as anotações qualitativas 

levantadas, não havendo diferenças significativas entre os genótipos quanto ao 

desempenho fotossintético a 4°C ou a 40°C. 

 

 

Figura 15: Plantas com 2 semanas após 8 dias a 4°C (acima) ou a 40°C (abaixo). 

Amostra representativa dos genótipos WT e pEnptII (genótipos controle) e dos 

genótipos  pSdesC, pSdesA e pSdesB (expressando dessaturases de cianobactéria). 
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Tabela 9: Parâmetros de fluorescência da clorofila a e de trocas gasosas de plantas com 

4 semanas submetidas a estresse por temperatura. Os parâmetros foram obtidos em 

plantas controle (plantas mantidas em condição de casa de vegetação), após 2 dias a 4°C 

e após 2 dias a 40°C 

Parâmetros Genótipos 

WT pEnptII pSdesC pSdesA pSdesB 

Controle      

A (µmol CO2 m
-2 s-1) 12,4 ± 0,9 13,9 ± 1,8 14,1 ± 0,7 14,3 ± 0,6 15,8 ± 0,7 

R (µmol CO2 m
-2 s-1) -1,38 ± 0,10 -1,31 ± 0,03 -1,52 ± 0,10 -1,44 ± 0,13 -1,61 ± 0,11 

Fv / Fm 0,765 ± 0,003 0,771 ± 0,005 0,774 ± 0,003 0,774 ± 0,004 0,762 ± 0,005 

TTE (µmol e- m-2 s-1) 112,4 ± 5,1 124,2 ± 10,1 122,5 ± 5,9 128,7 ± 3,7 135,8 ± 5,1 

4°C      

A (µmol CO2 m
-2 s-1) nd nd nd nd 0,06 ± 0,36 

R (µmol CO2 m
-2 s-1) -2,39 ± 0,12 -1,87 ± 0,02 -2,15 ± 0,14 -2,08 ± 0,11 -2,61 ± 0,23 

Fv / Fm 0,744 ± 0,004 0,747 ± 0,019 0,733 ± 0,004 0,742 ± 0,013 0,732 ± 0,003 

TTE (µmol e- m-2 s-1) 43,9 ± 2,9ab 38,4 ± 3,7b 43,4 ± 2,7ab 36,7 ± 2,5b 53,0 ± 2,1a 

40°C      

A (µmol CO2 m
-2 s-1) 1,40 ± 0,55 0,02 ± 0,56 0,48 ± 0,70 nd 0,02 ± 0,63 

R (µmol CO2 m
-2 s-1) -1,45 ± 0,19 -1,64 ± 0,04 -1,85 ± 0,06 -1,72 ± 0,25 -1,91 ± 0,08 

Fv / Fm 0,729 ± 0,018 0,700 ± 0,024 0,723 ± 0,017 0,706 ± 0,006 0,548 ± 0,113 

TTE (µmol e- m-2 s-1) 31,9 ± 2,6 26,4 ± 6,5 27,8 ± 2,0 28,4 ± 1,4 23,2 ± 8,2 
 

Os valores são apresentados como médias ± EP de 3 repetições; letras diferentes correspondem a médias que diferem 

significativamente segundo teste SNK, P < 0,05.  A, Taxa líquida de fotossíntese; R, taxa de respiração noturna; Fv / Fm, rendimento 

quântico máximo do FSII; TTE, taxa de transporte de elétrons.  
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4. Discussão 

 

4.1 Transformação plastidial e expressão diferencial dos transgenes  

 A inserção dos transgenes e o estado de homoplasmia dos genótipos 

transplastômicos foram confirmados através de PCR e teste de germinação de sementes 

em meio de cultura contendo antibióticos. Entretanto, diferentes níveis de RNA 

mensageiro (mRNA) dos transgenes desC, desA e desB foram observados nos genótipos 

pSdesC, pSdesA e pSdesB, respectivamente. Tomando como referência o gene atpI, cujo 

promotor foi utilizado para a expressão dos supracitados transgenes, os níveis de mRNA 

dos genes desC, desA e desB em plantas com 8 semanas, tiveram uma redução de mais 

de 37%, 98% e 99%, respectivamente. Curiosamente, esse padrão de redução também 

foi detectado nos níveis de mRNA do gene marcardor de seleção aadA. 

 Um acúmulo de mRNA dos transgenes abaixo do esperado poderia ser devido à 

recombinação entre sequências promotoras ou terminadoras que flanqueiam os 

transgenes e seus homólogos no genoma plastidial, resultando na deleção do transgene. 

Contudo, se tal evento ocorresse plantas transformadas apresentariam dois tipos de 

genótipo plastidial, um contendo o transgene e outro sem o transgene, sendo esse estado 

de heteroplasmia facilmente identificado através do teste de germinação de sementes em 

meio contendo antibiótico, por meio da visualização de plântulas brancas ou variegadas. 

Além disso, eventos de recombinação dessa natureza culminariam concomitantemente 

na deleção de genes endógenos essenciais, o que resultaria no aparecimento de 

deformação foliar ao longo do desenvolvimento das plantas (Rogalski et al., 2006; 

Rogalski et al., 2008a; Rogalski et al., 2008b) crescidas em solo ou mesmo in vitro. 

Como a homoplasmia foi comprovada e nenhum efeito sobre a morfologia das folhas 

nos genótipos transplastômicos foi observada, esse tipo de recombinação pode ser 

descartada.  

 A possibilidade de recombinação entre pequenas sequências de repetição direta 

envolvendo a região terminal 3’ dos transgenes que codificam as dessaturases de 

cianobactéira e a região promotora do gene aadA, entretanto, não deve ser 

negligenciada. Um evento dessa natureza não implicaria em perdas de genes endógenos, 

afetando apenas a estrutura e expressão dos transgenes através de deleção de parte do 

gene e/ou da região 3’UTR das dessaturases transgênicas (Trps16, ver Figura 1)  e/ou 

do promotor do gene aadA (Prrn, ver Figura 1), por exemplo.  Ademais, a redução dos 

níveis de mRNA do gene aadA apresentada pelos genótipos transplastômicos parece ter 
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sido dependente do transgene inserido no cassete de transformação anteriormente 

(upstream) ao gene aadA, ou seja do tipo de dessaturase, uma vez que a expressão do 

gene aadA em plantas pSdesA e pSdesB foi muito menor do que em pSdesC e pEnptII, 

assim como a expressão dos genes desA e desB.  

 A hipótese de recombinação entre sequências curtas de repetição direta em 

plastoma de tabaco é suportada pelo trabalho de Staub e Maliga (1994), os quais 

provaram a possibilidade de haver recombinação entre sequências invertidas repetidas 

de apenas 16pb (5'-GTACTGtGCTCTCCAA-3' / 5'-GTACTGcGCTCTCCAA-3'), 

ainda que as mesmas não fossem totalmente complementares, gerando um pequeno 

fragmento de DNA circular em plastídios. Interessantemente, esse tipo de 

recombinação, apesar de envolver sequências internas aos endógenenos trnA e trnI, o 

evento só foi apresentado por plantas submetidas à transformação plastidial (Staub e 

Maliga, 1994). Logo, aparentemente, esse evento de recombinação homóloga está 

associado ao processo de transformação. A ocorrência desse tipo de recombinação nos 

plastomas de plantas pSdesC, pSdesA e pSdesB poderá futuramente ser averiguada a 

partir de Northern blot e Southern blot ou sequenciamento dos cassetes inseridos nos 

genomas plastidiais das plantas transplastômicas. 

 Apesar da reduzida expressão dos transgenes de cianobactéria (principalmente 

desA e desB) em comparação ao gene atpI, ressalta-se que, ainda assim, os mesmos têm 

potencial de influenciar o metabolismo de ácidos graxos uma vez que apresentaram 

níveis de mRNA comparáveis ao de dessaturases endógenas. 

 

4.2 A expressão do transgene desB em plastídios de tabaco resultou em acúmulo de 

ácidos graxos e menor crescimento 

 A expressão do transgene desB (codifica a enzima Δ15 dessaturase de 

cianobactéria) em plantas de tabaco, surpreendentemente, resultou em um aumento em 

mais de 30% no conteúdo de ácidos graxos totais em folhas de plantas pSdesB com 8 

semanas (Figura Suplementar 1), enquanto o perfil de ácidos graxos sofreu poca 

alteração relativo ao de plantas controle, tanto em 4 como em 8 semanas. Somado a 

isso, interessantemente, plantas pSdesB apresentaram uma forte redução do crescimento 

e do acúmulo de biomassa seca na raiz e na parte aérea. Além disso, é importante 

destacar que tais características foram apresentadas pelas plantas pSdesB mesmo sendo 

o nível de mRNA do transgene desB menor que o da dessaturase endógena FAD7 (uma 

Δ15 dessaturase plastidial correspondente).  
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O resultado apresentado difere de trabalhos anteriores nos quais o gene FAD7 de 

A. thaliana, direcionado para os plastídios, foi superexpresso em plantas de tabaco 

(Kodama et al., 1994; Kodama et al., 1995). Em nenhum desses trabalhos é destacado 

alguma alteração fenotípica ou no conteúdo de ácidos graxos. Todavia, um aumento 

significativo de ácidos graxos trienoicos foi observado em folhas quando as plantas 

foram mantidas a 25°C em relação a WT, embora tal diferença fosse perdida quando as 

mesmas eram aclimatadas a 15°C (Kodama et al., 1995). Em outro trabalho similar, 

Khodakovskaya et al. (2006) inseriram o gene FAD7 de A. thaliana em tabaco sob o 

controle do promotor cor15a (induzido por baixa temperatura), e, igualmente, não 

foram observadas alterações fenotípicas nas plantas transgênicas em relação ao controle. 

Contudo, deve-se destacar que o presente trabalho é o primeiro relato de expressão de 

uma Δ15 dessaturase de cianobactéria em plantas via transformação plastidial. Também 

é importante ressaltar que as dessaturases codificadas pelo gene desB de cianobactéria e 

pelo gene FAD7 de A. thaliana têm apenas 49% de homologia entre as sequências de 

aminoácidos (Sakamoto et al., 1994a), o que pode grandemente influenciar na atividade, 

especificidade e regulação das enzimas supracitadas, e, consequentemente, no perfil de 

plantas transgênicas expressando as mesmas. Além disso, no mínimo duas Δ15 

dessaturases plastidiais, FAD7 e FAD8 (Iba et al., 1993; McConn e Browse, 1996), e 

uma do retículo endoplasmático, FAD3 (Browse et al, 1993), contribuem para a síntese 

e regulação dos níveis de ácidos graxos trienoicos em folhas de A. thaliana, e análise do 

perfil de ácidos graxos de mutantes e de duplo-mutantes têm mostrado haver uma certo 

grau de redundância de atividade entre essas dessaturases como forma de manter os 

níveis de ácidos graxos trienoicos estáveis (McConn e Browse, 1996).  

 Concomitante ao aumento do conteúdo de ácidos graxos no genótipo pSdesB 

com 8 semanas de idade, houve uma redução de 30% e 20% nos teores de amido e 

sacarose, respectivamente (Figura suplementar 2), sugerindo que uma maior quantidade 

de trioses-fosfatadas produzidas durante a assimilação de carbono fotossintética foi 

direcionada para a produção de acetil-CoA nos cloroplastos para suprir uma maior taxa 

de biossíntese de ácidos graxos (Chapman et al., 2013) em plantas pSdesB em relação a 

plantas WT. Plantas de tabaco superexpressando o gene plastidial accD (codifica a 

subunidade β-Carboxil transferase da enzima ACCase plastidial) também apresentaram 

um deslocamento no particionamento de assimilados em folhas através de um 

incremento de 5-10% no conteúdo de ácidos graxo totais, paralelo a um reduzido 

conteúdo de amido (Modoka et al., 2002). Um significativo aumento de ácidos graxos 
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na forma de triacilgliceróis acompanhado por um menor acúmulo de amido também foi 

apresentado por plantas de tabaco transgênicas superexpressando os genes codificantes 

das proteínas WRI1 (fator de transcrição relacionado à ativação da biossíntese de ácidos 

graxos em sementes de A. thaliana), DGAT1 (diacilglicerol acil-transferase de A. 

thaliana) e Oleosina (proteína estrutural de oleossomos em sementes) de Sesamum 

indicum (Vanhercke et al., 2014). Um padrão similar também foi observado em A. 

thaliana transgênica a partir da expressão ectópica de WRI1 e da supressão do gene 

APS1 (codifica a principal isoforma da pequena subunidade da ADP-glicose 

pirofosforilase), essencial para a síntese de amido (Sanjaya et al., 2011). No entanto, 

nenhum efeito negativo sobre o crescimento ou sobre o acúmulo de sacarose foi 

observado nesses dois trabalhos, sendo que em A. thaliana transgênica os níveis de 

sacarose chegaram a alcançar níveis maiores que em plantas WT. 

Curiosamente, em A. thaliana superexpressando WRI1 e DGAT1 a biomassa de 

raiz e folhas foi reduzida em paralelo ao aumento de triacilgliceróis nos tecidos 

vegetativos (Kelly et al., 2013), ao contrário de plantas de N. benthaniana 

superexpressando os mesmos genes (Vanhercke et al., 2013), cujo crescimento não foi 

afetado. Porém, em outros trabalhos de engenharia genética para produção de plantas 

com maiores níveis de ácidos graxos em tabaco (Andrianov et al., 2010) e em A. 

thaliana (James et al., 2010; Winichayakul et al., 2013), não há registros de alteração 

nos conteúdos de amido ou sacarose ou efeito negativo sobre o fenótipo de crescimento. 

 Assim como nos genótipos pSdesC e pSdesA, plantas transplastômicas pSdesB 

não apresentaram alteração nos níveis de expressão de genes que codificam dessaturases 

endógenas. Tal fato, em conjunto com o perfil de ácido graxos inalterado, corrobora a 

existência de uma fina regulação da instauração a nível pós-transcricional em folhas de 

tabaco, conforme discutido a seguir. Ademais, o conteúdo de ácidos graxos totais foi 

aumentado, embora os níveis de mRNA das subunidades da ACCase permaneceram 

similares a WT, sugerindo a existência de uma regulação pós-transcricional em uma 

etapa comprometida com a biossíntese de ácidos graxos (Sasaki e Nagano et al., 2004).  

 Plantas pSdesB também apresentaram taxas aumentadas de fotossíntese (40% 

maior que WT) e respiração noturna (90% maior que WT) em folhas completamente 

expandidas, provavelmente devido à maior demanda por carbono assimilado para 

alimentar o nível aumentado de biossíntese de ácidos graxos. Plantas de A. thaliana 

transgênicas com uma diminuída degradação de triacilgliceróis por meio da 

superexpressão de oleosina e DAGT1 também apresentaram aumento na taxa de 
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fotossíntese (aproximadamente 24%) (Winichayakul et al., 2013), embora o aumento na 

assimilação de carbono tenha levado também ao aumento da biomassa nessas plantas, 

diferente do observado no genótipo pSdesB no presente estudo. Destaca-se, entretanto, 

que as plantas de A. thaliana produzidas por Winichayakul et al. (2013) foram 

manipuladas geneticamente para evitar o ciclo fútil de produção e degradação de 

triacilgliceróis, uma vez que os mesmos não se acumulam em grandes quantidades em 

condições naturais no tecido foliar, pois atuam como uma pequena reserva transiente 

para fornecer ácidos graxos durante a reciclagem de lipídios de membranas (Chapman 

et al., 2013). Já o ácido graxo acumulado pelas plantas pSdesB é possível que esteja em 

excesso e fazendo parte de um ciclo fútil de síntese e degradação de triacilglicerol, o 

que pode estar relacionado com o grande aumento na taxa de respiração noturna, e, em 

última análise, em um desperdício de energia que torna as taxas de assimilação 

fotossintética (apesar de maiores que em WT) insuficientes para manter um acúmulo 

normal de biomassa na planta como um todo. O maior conteúdo de fumarato em plantas 

pSdesB com 8 semanas é um indicativo de que a taxa de respiração também foi elevada 

durante o dia. 

 Outro fator que poderia também explicar o aumento da taxa de assimilação 

fotossintética observado em plantas pSdesB, é o maior fluxo de elétrons no FSII 

apresentado por esse genótipo, principalmente em folhas maduras, ocorrendo, dessa 

forma, uma menor limitação da assimilação de carbono devido a maior disponibilidade 

de NADPH e ATP (Heldt e Piechulla, 2011). Porém, não está claro qual é a relação 

entre a expressão da Δ15 dessaturase de cianobactéria em plantas pSdesB e o aumento 

da taxa de transporte de elétrons no FSII e também do rendimento quântico máximo do 

FSII. Alguns trabalhos sugerem uma relação positiva entre a presença de ácidos graxos 

poli-insaturados em membranas do cloroplasto e proteção da maquinaria fotoquímica, 

principalmente em condições estressantes (Los et al., 2013; Routaboul et al., 2012). O 

perfil de ácidos graxos em plantas pSdesB, entretanto, permaneceu similar ao de WT. 

Todavia, esse dado reflete um perfil geral a partir de todos os ácidos graxos presentes na 

amostra. Experimentos futuros avaliando o perfil de lipídios de membranas individuais, 

principalmente em folhas completamente expandidas onde os parâmetros fotossintéticos 

foram mais discrepantes, poderão esclarecer se ácidos graxos poli-insaturados estão se 

acumulando em membranas plastidiais e assim influenciando no desempenho da etapa 

fotoquímica de plantas pSdesB.  
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 Uma questão desafiadora é desvendar qual a influência da expressão plastidial 

do transgene desB sobre a alteração do particionamento de assimilados favorecendo o 

acúmulo de ácidos graxos em plantas pSdesB, enquanto o perfil praticamente não é 

afetado. Sabe-se que a enzima codificada pelo gene desB é uma Δ15 dessaturase 

transmembrana que utiliza ácidos graxos dienoicos (18:2 ou 16:2) esterificados a 

glicerolipídios como substratos e, como os níveis de 18:2 detectados em folhas de 

tabaco são elevados (cerca de 15 % mol), o conteúdo de substrato não seria uma 

justificativa razoável para a falta de alteração nos perfis de ácidos graxos em plantas 

pSdesB. É importante destacar que Δ15 dessaturases são as últimas enzimas a atuarem 

na via de produção de ácidos graxos poli-insaturados e sua atividade é dependente da 

atividade sequencial de Δ9 dessaturases e Δ12 dessaturases para a produção de seu 

substrato (Sakamoto et al., 1994a). Logo, o produto catalisado pela enzima Δ15 

dessaturase é um produto final da via metabólica de síntese de ácidos graxos poli-

insaturados e se acumula em níveis superiores a 50% mol em folhas de tabaco (Craig et 

al., 2008; Kodama et al., 1994). O aumento do conteúdo de ácidos graxos em plantas 

pSdesB sugere haver algum tipo de regulação nessa etapa final da via que induz um 

aumento na síntese de ácidos graxos como um todo, saturados e insaturados, evitando 

alteração na relação saturados / insaturados.  

 Outro fato interessante apontado pelos dados obtidos a partir de plantas pSdesB 

foi a relação entre o estádio de desenvolvimento das plantas e as diferenças bioquímicas 

e fisiológicas entre plantas pSdesB e plantas controle (WT e pEnptII), as quais foram 

mais intensas em plantas mais velhas (8 semanas) do que em plantas jovens (4 

semanas), embora plantas de 4 semanas já manifestassem um retardo no crescimento. 

Tal observação confirma a influência do aumento do conteúdo de ácidos graxos (que foi 

maior em plantas de 8 semanas relativo ao controle) sobre o acúmulo de sacarose e 

amido e o desempenho fotossintético. 

 Muitas questões acerca das características exibidas por plantas pSdesB ainda 

serão respondidas através de experimentos futuros. Uma dessas questões é o destino dos 

ácidos graxos acumulados, os quais possivelmente devem estar na forma de 

triacilgliceróis, que é a forma utilizada pelas células do tecido foliar de armazenar 

temporariamente ácidos graxos em excesso (Chapman et al., 2013). Acúmulo de 

lipídios na forma de gotas de óleo tem sido observado tanto no citosol (Chapman et al., 

2013; Vanhercke et al., 2014; Winichayakul et al., 2013) quanto nos plastídios, sendo 

neste último compartimento denominado de plastoglóbulos, os quais têm uma amostra 



47 
 

mais complexa de lipídios, incluindo diversas prenilquinonas, e tende a se acumular 

principalmente em condições de estresse e durante a senescência (Bréhélin et al., 2007; 

Piller et al., 2012). Além disso, plantas de tabaco transplastômicas superexpressando o 

gene accD, conforme discutido anteriormente, apresentaram níveis aumentados de 

ácidos graxos, e segundo dados de microscopia, os ácidos graxos em excesso foram 

acumulados na forma de corpos lipídicos no estroma de plastídios (Madoka et al., 

2002), sugerindo que alterações no metabolismo de ácidos graxos em etapas que 

ocorrem nos plastídios pode resultar em acúmulo de ácidos graxos nesta organela.  

 O promotor utilizado para a expressão dos transgenes desC, desA e desB foi 

obtido do gene atpI (Wurbs et al., 2007) que é potencialmente transcrito tanto pela RNA 

polimerase codificada pelo núcleo, NEP, como pela RNA polimerase codificada pelo 

plastoma, PEP (Hajdukiewicz et al., 1997). Uma vez que NEP participa da transcrição 

de muitos genes presentes em todos os plastídios (e não apenas em cloroplastos como os 

genes relacionados à fotossíntese, codificados em geral pela PEP) tais como o gene 

accD e outros genes que codificam proteínas ribossomais e RNAs transportadores 

(Hajdukiewicz et al., 1997), a expressão dos transgenes também é esperada ocorrer em 

plastídios de sementes. No entanto, os genótipos transplastômicos apresentaram apenas 

leves alterações no conteúdo ou no perfil de ácidos graxos em sementes, mesmo em 

plantas pSdesB. Isto pode ser devido à regulação do metabolismo de ácidos graxos em 

sementes, como sugere os dados de Madoka et al. (2002), em que plantas de tabaco 

superexpressando o gene plastidial accD tiveram um aumento no conteúdo de ácidos 

graxos em folhas, enquanto os níveis não foram modificados em sementes, ao invés 

disso, o rendimento de sementes por planta foi duplicado em relação a WT.  

Infelizmente os dados de rendimento das sementes do presente trabalho foram 

comprometidos pelo aparecimento de patógeno nas plantas durante o período 

reprodutivo, afetando a produção de sementes. Todavia, a avaliação do número de 

sementes sugerem uma baixa produtividade em plantas pSdesB, o que pode ser devido 

ao menor suprimento de assimilados na forma de sacarose dos tecidos fonte (folhas) 

para as sementes em maturação. A repetição desse experimento poderá futuramente 

esclarecer essa questão.  
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4.3 A expressão dos transgenes desC e desA em plastídios de tabaco não resultou 

em alterações moleculares, bioquímicas ou fisiológicas significativas  

 Os dados obtidos a partir da análise de ácidos graxos mostraram que as plantas 

de tabaco transplastômicas expressando o gene de cianobactéria desC (codifica a 

enzima Δ9 dessaturase), cultivadas em casa de vegetação, apresentaram conteúdo e 

perfil de ácidos graxos semelhantes às plantas controle (WT e pEnptII). Possivelmente, 

em consequência disso, pouca alteração quanto às características bioquímicas e 

fisiológicas avaliadas foi apresentada pelas plantas pSdesC. 

 Em um experimento similar, Craig et al. (2008) produziram plantas de tabaco 

transplastômicas expressando, independentemente, o gene que codifica a enzima solúvel 

acil-ACP Δ9 dessaturase de batata (Solanum commersonii) e o gene de cianobactéria 

(Anacystis nidulans) que codifica a enzima transmembrana acil-lipídio Δ9 dessaturase, 

ambas sob o controle do promotor do operon do RNA ribossomal. Apesar dos níveis de 

mRNA dos transgenes terem sido bem diferentes (o acúmulo do mRNA do gene de 

cianobactéria foi 80-65% menor) e levando-se em conta os diferentes sítios de 

localização das enzimas (solúvel ou inserida na membrana), interessantemente, ambos 

os  genótipos transplastômicos produziram perfis de ácidos graxos semelhantes, não 

sendo detectadas diferenças entre os ácidos graxos individuais em relação ao controle. 

Igualmente, em A. thaliana, a superexpressão da enzima acil-ACP Δ9 dessaturase 

também não resultou em acúmulo do produto da enzima, o ácido oleico, e nem em 

grandes alterações nos demais ácidos graxos (Kachroo et al., 2007).  

 Tais resultados apontam para uma fina regulação que mantém a homeostase do 

nível de insaturação dos ácidos graxos presente nas folhas. De fato, sabe-se que em 

Arabidopsis as isoformas da enzima acil-ACP Δ9 dessaturase sofrem regulação pelo 

produto ácido oleico em nível transcricional e também inibindo a atividade da enzima, 

impedindo que haja acúmulo do produto e mantendo assim o perfil de ácidos graxos em 

equilíbrio (Kachroo et al., 2007). Ademais, a partir da análise de expressão de genes 

relacionados à síntese de ácidos graxos insaturados realizada neste trabalho, é sugerido 

que tal regulação ocorra também em plantas de tabaco, provavelmente, mediante 

controle pós-transcricional, uma vez que os níveis de mRNA das dessaturases 

endógenas e subunidades da ACCase plastidial foram semelhantes entre os genótipos 

avaliados. Trabalhos anteriores também indicam tal tipo de regulação para as enzimas 

dessaturases de tabaco (De Palma et al., 2008) e ACCase heteroméria (Andre et al., 

2012; Bourrellier et al., 2010; Madoka et al., 2002; Sasaki e Nagano et al., 2004).  
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 Por outro lado, não se pode descartar a hipótese de que a ausência de alterações 

significativas no perfil de ácidos graxos se deva a uma escassez de substrato nos sítios 

de atuação das supracitadas enzimas, uma vez que as plantas de tabaco do tipo 

selvagem, na condição de crescimento avaliada, já apresentam naturalmente um baixo 

teor de estereato (18:0, cerca de 2,2 % mol), o qual é o substrato da enzima Δ9 

dessaturase usada neste trabalho (Sakamoto et al., 1994b). Além disso, é importante 

ressaltar que as enzimas acil-ACP glicerol 3-fosfato acil-transferases presentes nos 

plastídios tem preferência pelos ácidos graxos 16:0-ACP e 18:1-ACP, para a síntese de 

glicerolipídios segundo a via procariótica (Heldt e Piechulla, 2011). Logo, é possível 

que uma Δ9 dessaturase inserida na membrana (como a desC de cianobactéria) tenha 

pouca disponibilidade de seu substrato, o estereato esterificado a um lípidio de 

membrana. Tal fato pode explicar o porquê da aparente falta de efeito do transgene 

desC, apesar do seu mRNA ter se acumulado cerca de 140 vezes mais do que o gene 

endógeno SSI2, o qual codifica uma acil-ACP Δ9 dessaturase.   

Outro fator a ser considerado é a especificidade pelo substrato, atividade 

específica e nível de inibição pelo produto das dessaturases, a qual pode variar 

consideravelmente mesmo entre isoformas de uma mesma espécie, tal como as 

isoformas da acil-ACP Δ9 dessaturase de arabidopsis (Kachroo et al., 2007), e 

provavelmente, na acil-ACP Δ9 dessaturase de lupina, cuja superexpressão em tabaco 

resultou no significativo aumento de ácido oleico em folhas (Zaborowska et al., 2002), 

o que contradiz os trabalhos relatados acima com tabaco e arabidopsis. Também, 

conforme sugerem Craig et al. (2008), a aparente falta de homogeneidade entre os 

trabalhos com plantas expressando Δ9 dessaturase transgênica, pode ser devido aos 

diferentes tipos de transgenes e/ou espécies alvo utilizadas.  

 Outros trabalhos com plantas expressando Δ9 dessaturase transgênicas têm 

apresentado resultados um tanto diferentes daqueles até aqui abordados. A 

superexpressão da enzima plastidial acil-ACP Δ9 dessaturase, por exemplo, em plantas 

de batata (S. commersonii) também resultou em pouca alteração do perfil de ácidos 

graxos em folhas (De Palma et al., 2008). Todavia, a produção do ácido graxo incomum 

em folhas, o ácido cis-vaccênico (18:1Δ11), foi identificada, o que resultou em uma 

diminuição dos níveis de ácidos graxos saturados (18:0) e aumento de trienóicos (18:3), 

sendo que o níves de trienóicos foram ainda maiores quando as plantas foram 

aclimatadas ao frio em comparação com plantas controle. A produção de ácido cis-

vaccênico também foi identificada em plantas de tabaco superexpressando uma acil-
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CoA Δ9 dessaturase de mamífero direcionada para o retículo endoplasmático, sendo o 

aumento de ácidos graxos monoinsaturados (principalmente 18:1Δ11, 16:1Δ7 e 16:1Δ9, 

os quais não foram detectados em WT)  observados, seguido por uma diminuição de 

ácidos graxos saturados e trienóidos (Moon et al., 2000). Um perfil de ácidos graxos 

diferente também foi obtido por plantas de tabaco superexpressando uma acil-lipídio Δ9 

dessaturase de cianobactéria (A. nidulans) direcionada para os plastídios. A principal 

diferença das plantas transgênicas em relação a plantas WT foi a produção do ácido 

graxo incomum em folhas, o 16:1Δ9, o que resultou no aumento de monoinsaturados 

(Ishizaki-Nishizawa et al., 1996).  Nota-se, portanto, que abordagens transgênicas que 

alcançaram modificações mais significativas no perfil de ácidos graxos foram aquelas 

que resultaram na produção de ácidos graxos incomuns nas folhas, os quais 

provavelmente sejam metabolizados mais lentamente e assim tendem a se acumular. 

Ainda assim, observa-se nesses trabalhos uma tendência em se manter o nível geral de 

instauração, em que o aumento de ácidos graxos monoinsaturados incomuns, reflete nos 

níveis de ácidos graxos saturados, dienóicos e trienóicos.  

Mesmo em alterações genotípicas mais severas, tal como o mutante nulo ssi2 

(codifica a principal isoforma da estearoil-ACP  Δ9 dessaturase em A. thaliana), o nível 

de ácido α-linolênico, o principal ácido graxo em folhas de arabidopsis, permaneceu 

constante (Kachroo et al., 2001). Acredita-se que em folhas de arabidopsis, além de 

SSI2, no mínimo outras 4 estearoil-ACP  Δ9 dessaturase sejam também ativas, apesar 

de terem menor atividade quando comparadas a SSI2, influenciando nos níveis de ácido 

oleico (Kachroo et al., 2007).  

 Semelhante ao genótipo pSdesC, plantas expressando o transgene desA (codifica 

a enzima Δ12 dessaturase) também não apresentaram modificações significativas nos 

níveis de ácidos graxos, bem como um padrão similar ao de plantas controle de 

expressão gênica, conteúdo de metabólitos básicos e desempenho fotossintético. O 

presente trabalho, baseado na inserção de um transgene codificando uma Δ12 

dessaturase no genoma plastidial de plantas, é sem precedentes. Porém, a 

superexpressão de uma Δ12 dessaturase endógena, direcionada para o retículo 

endoplasmático, foi realizada por Zhou et al. (2010) em plantas de álamo (híbrido 

Populus alba x P. glandulosa). As linhas mais eficientes de plantas de álamo 

transgênicas alcançaram um acúmulo 2 vezes maior de mRNA da Δ12 dessaturase alvo 

e um aumento nos níveis dos ácidos linoleico e linolênico de até 7,5 e 3,9%, 

respectivamente, no tecido foliar. Tais mudanças foram consideradas leves, e os autores 
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sugeriram duas possíveis explicações: a complexidade da rede de síntese de ácidos 

graxos, envolvendo diversas vias interdependentes, enzimas e substratos; e, 

alternativamente, uma baixa estabilidade do mRNA ou da proteína e talvez uma 

escassez de proteínas transportadoras de elétrons associadas às dessaturases do retículo 

endoplasmático (Zhou et al., 2010). Diferenças de localização da enzima, genoma alvo 

e, também da espécie vegetal utilizada dificultam uma comparação entre as 

características apresentadas pelo genótipo em estudo pSdesA e plantas de álamo 

transgênicas produzidas por Zhou et al. (2010). Entretanto, a moderada alteração do 

perfil de ácidos graxos em álamo transgênico sugere mais uma vez uma fina regulação 

do nível de insaturação em plantas, conforme discutido anteriormente. 

Interessantemente, a semelhança entre os genótipos pSdesC e pSdesA, 

expressando dessaturases que atuam sequencialmente (Δ9 e Δ12 dessaturases, 

respectivamente) pode sugerir algumas explicações para o perfil de ácidos graxos 

inalterado, ainda que o gene desA tenha se acumulado a um nível 4 vezes maior do que 

a correspondente enzima em plastídios de plantas (FAD6). Assim como a  Δ9 

dessaturase de cianobactéria, Δ12 dessaturase é uma enzima transmembrana que utiliza 

como substrato ácido oleico (18:1) esterificado a lipídios de membranas (Sakamoto et 

al., 1994c; Wada et al., 1993), uma acil-lipídio dessaturase. Contudo, em tabaco, apesar 

do ácido oleico ser um dos principais substratos para as enzimas acil-transferases, o 

mesmo se acumula em baixos níveis (cerca de 2,4 % mol em WT, ver Tabela 6), 

sugerindo que o ácido oleico produzido é metabolizado rapidamente a ácido linoleico e 

linolênico, os quais se acumulam em níveis consideráveis em folhas (cerca de 15 e 54 % 

mol). Também não se pode descartar a possibilidade de regulação da atividade 

enzimática pelo produto, baixa estabilidade da proteína heteróloga, ou ineficiente 

inserção nas membranas plastidiais. 

Grande parte dos trabalhos envolvendo engenharia genética de Δ12 dessaturase 

em plantas estão focados na supressão de genes endógenos que codificam Δ12 

dessaturases direcionadas para o retículo endoplasmático com o fim de aumentar o nível 

de ácidos graxos saturados e monoinsaturados em sementes (Jung et al., 2011; Haun et 

al., 2014; Pham et al., 2010), enquanto outros estão mais interessados em identificação e 

estudos funcionais (Lee et al., 2013; Zhang et al., 2009; Zhou et al., 2013). Contudo, um 

estudo pioneiro de identificação e caracterização de mutantes de A. thaliana deficientes 

na  Δ12 dessaturase plastidial fornece interessantes informações acerca da regulação do 

perfil de ácidos graxos em folhas (Browse et al., 1989). Tais mutantes de arabidopsis 
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apresentaram alteração do perfil dos ácidos graxos de lipídios de membranas plastidiais 

com a diminuição no conteúdo de ácidos dienoicos e trienoicos, o que foi esperado uma 

vez que a enzima mutada influencia na composição de lipídios polares sintetizados pela 

via procariótica. Entretanto um interessante aumento de ácidos oleico e linoleico foi 

observado em fosfolipídios de membranas extraplastidiais (Browse et al., 1989), 

indicando que o perfil de instauração de lipídios polares plastidiais de algum modo 

influencia o perfil em membranas extraplastidiais, e em consequência do transporte de 

lipídios de membranas do retículo endoplasmático para os plastídios (Benning, 2008; 

Fan e Xu, 2011; Heldt e Piechulla, 2011) uma alteração brusca no perfil de instauração 

é amenizado. 

 

4.4 Perfil similar de ácidos graxos resultou em similar desempenho em condições 

de estresse por alta ou baixa temperatura   

 A extensão do empacotamento de ácidos graxos em membranas biológicas é 

dependente do grau de instauração dos mesmos. Ácidos graxos de cadeia 

completamente saturada tendem a formar arranjos quase cristalinos, estabilizados 

através de interações intermoleculares de van der Waals entre as cadeias 

hidrocarbonadas, com alto ponto de fusão. Por outro lado, a presença de uma ou mais 

ligações duplas na conformação cis, inserem dobras rígidas na cadeia hidrocarbonada de 

ácidos graxos, gerando agregados menos estáveis, com menor ponto de fusão (Nelson e 

Cox, 2008). Assim, o nível de fluidez das membranas biológicas está diretamente 

relacionado com o perfil de instauração dos ácidos graxos que as compõem, e as plantas 

se utilizam desse fator alterando a composição de suas membranas em resposta a 

variações na temperatura ambiente a fim de manter a fluidez das membranas em uma 

condição ideal (Heldt e Piechulla, 2011).  

 Uma relação entre a proporção de ácidos graxos saturados e insaturados e a 

tolerância a estresse por temperatura em plantas transgênicas tem sido comprovada por 

diversos trabalhos (De Palma et al., 2008; Ishizaki-Nishizawa et al, 1996; 

Khodakovskaya et al., 2006; Kodama et al., 1994; Kodama et al., 1995; Routaboul et 

al., 2012). Plantas de tabaco transgênicas com um aumento de 10% em ácido graxos 

trienoicos, por exemplo, mostraram-se mais tolerantes a baixas temperaturas (Kodama 

et al., 1994; Kodama et al., 1995), enquanto mutantes de A. thaliana com 

comprometimento na expressão de dessaturases endógenas, portanto acumuladores de 
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ácidos graxos saturados, apresentaram tolerância, a curto-prazo, a altas temperaturas 

(Routaboul et al., 2012).  

Contudo, conforme discutido anteriormente, os perfis de ácidos graxos 

apresentados pelas plantas transplastômicas expressando os genes de cianobactéria 

desC, desA e desB foram pouco alterados em relação às plantas controle (WT e pEnptII) 

nos dois estádios de desenvolvimento avaliados (4 e 8 semanas). Consequentemente, o 

desempenho dos genótipos em estudo quando mantidos em alta (40°C) ou baixa (4°C) 

temperatura foi similar, assim como a recuperação pós-estresse, em todos os estádios de 

desenvolvimento avaliados (cotiledonar, 2 semanas e 4 semanas).  
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5. Conclusão 

 

 Neste trabalho foi realizado um estudo das características moleculares, 

bioquímicas e fisiológicas apresentadas por plantas transplastômicas expressando 

dessaturases de cianobactéria. Análise inicial da expressão dos transgenes revelou que 

os níveis de mRNA podem diferir grandemente entre os genótipos transplastômicos, e 

parecem ser dependentes do tipo de dessaturase clonada.  Em síntese, a expressão do 

transgene desB resultou em níveis aumentados de ácidos graxos  em folhas, embora o 

perfil não tenha sido modificado, paralelo a um reduzido nível de amido e sacarose e 

menor acúmulo de biomassa. Em adição, elevadas taxas fotossintéticas, de respiração e 

de fluxo de elétrons no FSII foram registradas em folhas completamente expandidas, 

possivelmente relacionado a uma maior demanda por carbono assimilado e energia para 

alimentar a biossíntese de ácidos graxos. Em conjunto, os dados obtidos a partir de 

plantas pSdesB sugerem que a atividade da enzima Δ15 dessaturase de cianobactéria em 

cloroplastos de tabaco, induziram, por um mecanismo ainda desconhecido, um aumento 

na biossíntese de novo de ácidos graxos, incluindo ácidos graxos insaturados, 

provocando dessa forma um aumento no conteúdo de todos os tipos de ácidos graxos e 

evitando alteração da relação saturados / insaturados. Por outro lado, a expressão dos 

transgenes desC e desA não resultaram em alterações no conteúdo ou perfil de ácidos 

graxos em folhas ou sementes, e por conseguinte os demais parâmetros bioquímicos e 

fisiológicos avaliados também sofreram poucas modificações em relação às plantas 

controle. A regulação do perfil de ácidos graxos pelas plantas, principalmente em nível 

pós-transcricional, pode ser uma explicação para esse fato, assim como baixa 

disponibilidade de substrato nos sítios de atuação dessas dessaturases. Por fim, a 

ausência de alteração do perfil de ácidos graxos em plantas pSdesC, pSdesA e pSdesB 

resultou em desempenho similar ao de plantas controle, quando as mesmas foram 

submetidas a estresse por alta (40°C) ou baixa (4°C) temperatura. 
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Figura suplementar 1: Conteúdo de ácidos graxos agrupados em saturados, 

insaturados e trienóicos de plantas pSdesB relativo ao conteúdo em plantas WT no 

estádio de 8 semanas. Os valores são apresentados como médias ± EP de 6 repetições; a 

diferença entre as médias foi significativa segundo teste t Student’s (P < 0,05). 
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Figura suplementar 2: Teor relativo de sacarose, amido e ácidos graxos totais em 

plantas pSdesB e WT com 8 semanas. Os valores são apresentados como médias ± EP 

de 6 repetições; a diferença entre as médias foi significativa segundo teste t Student’s (P 

< 0,05). 


