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Introducao

Tem sido proposto que a biomassa lignocelulésica representa a melhor fonte
alternativa para producdo em larga escala de etanol de segunda geracdo, por ser renovéavel,
geograficamente distribuida e relativamente favoravel no que diz respeito a emissdo de gases
poluentes (SOMERVILLE, 2006, 2007). Dentre as espécies de plantas cultivadas, o sorgo
(Sorghum bicolor L. Moench) apresenta grande potencial para se tornar uma cultura dedicada
a producdo de etanol de primeira e segunda geragdo. Dentre as caracteristicas mais
importantes estdo alta producdo de biomassa seca, adaptabilidade a climas tropicais e
temperados, baixos requerimentos de dgua e fertilizantes em comparacdo a outras culturas,
presenca de sistemas de producdo estabelecidos, além de grande diversidade genética e alta
tolerdncia a seca e ao calor, em termos relativos (MURRAY et al., 2008). E estimado que
cultivares de sorgo dedicadas a bioenergia tenham o potencial de produzir até 50 ton/ha de
biomassa lignoceluldsica seca por ano. Devido as caracteristicas ja descritas, outra grande
vantagem de se utilizar o sorgo € a possibilidade de cultivd-lo em 4reas marginais, onde nao é
possivel plantar cana-de-aguicar, preenchendo um nicho bastante especifico para a cultura,
dentro do setor de producao de biocombustiveis.

A producdo de biocombustiveis lignocelulésicos envolve produgcdo e coleta de
biomassa, depolimeriza¢do dos polissacarideos da parede celular (celulose e hemicelulose) em
acucares simples e fermentdveis pelos processos de pré-tratamento e sacarificacdo, e
conversdo de aguicares simples em biocombustiveis através da fermentacdo. A producdo em
larga escala de etanol de segunda geragao ainda apresenta importantes problemas técnicos que
precisam ser resolvidos para tornar o processo economicamente vidvel (STICKLEN, 2008).
Um dos principais problemas é que a celulose encontrada na parede da célula vegetal estd
predominantemente na forma cristalina, o que a faz recalcitrante a hidrdlise. Este problema é
intensificado pelo fato das microfibras de celulose estarem inseridas em uma matriz complexa
que inclui pectina, hemicelulose, e lignina. A lignina pode afetar o processo de sacarificagdao
da biomassa em acucares fermentdveis de duas maneiras: ela pode adsorver irreversivelmente
as enzimas hidroliticas, bloqueando sua a¢@o na celulose (PALONEN et al., 2004) e, por ser
um composto polifendlico (hidrofébico), pode também prevenir que a fibra celuldsica se
entumeca, o que diminui a drea de superficie acessivel as enzimas (MOONEY et al., 1998).
Consequentemente, a composi¢ao e a estrutura da parede celular sdo pontos importantes no
programa de melhoramento de culturas dedicadas a producao de biocombustiveis.

Devido a sua importancia econdmica, a lignina tem sido extensivamente estudada. Na
década passada, pesquisadores foram capazes de manipular o conteiido e a composicao de
lignina em uma variedade de plantas utilizando o melhoramento e a engenharia genética
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(BOUDET et al., 2003; HUMPHREYS; CHAPPLE, 2002). Esses estudos resultaram em
plantas transgénicas mais eficientes em producdo de papel ou digestibilidade de forragens,
além de proporcionar um melhor entendimento da via biossintética da lignina (BOUDET et
al.,, 2003; HUMPHREYS; CHAPPLE, 2002). Mais recentemente, esforcos tém sido feitos
para a obtencdo de materiais melhor adaptados aos processos envolvidos na producdo de
etanol através da manipulacdo dos genes relacionados a biossintese das subunidades da
lignina ou monoligndis (p-hidroxifenil, guaiacil e siringil) (DAUWE et al., 2007; CHEN;
DIXON, 2007). Atualmente, h4 um consenso de que 10 enzimas sdo necessdrias para a
biossintese dos monolignéis (EHLTING et al., 2005).

Este trabalho tem como objetivo principal auxiliar e aumentar a eficiéncia do
programa de melhoramento de sorgo sacarino e lignocelulésico da Embrapa Milho e Sorgo,
identificando e caracterizando bioquimica e molecularmente acessos que apresentem menores
teores do composto lignina, visando a produgdo de etanol em larga escala. O teor de lignina,
dentre outros componentes da parede celular, foram analisados em um painel geneticamente
diverso de sorgo. Para alguns destes materiais, os niveis de expressao para alguns dos genes-
chave na via de biossintese da lignina foram investigados utilizandos RT-PCR em tempo real
por detecio SYBR Green. No futuro, correlagdes entre expressdo génica e o contetido de
lignina poderdo contribuir para o melhor entendimento da sintese da lignina. Isso
possibilitara, por exemplo, a selec@o assistida por marcadores moleculares e/ou a piramidagao
de alelos em locos distintos que apresentem efeitos aditivos no fendtipo com propriedades
superiores para conversiao da biomassa.

Material e Métodos

Painel de sorgo sacarino e lignocelulosico e andlises agronomica e bioquimica

O painel de trabalho de sorgo consistiu de acessos geneticamente diversos, oriundos
da cole¢do nucleo do CIRAD, bem como de linhagens-elite dos programas de melhoramento
da Embrapa Milho e Sorgo e do Banco de Germoplasma de Sorgo. Para a caracterizacao do
conteddo de lignina, 102 acessos foram plantados em campo, em condi¢des de dias curtos: 50
correspondentes a sorgo tipo sacarino e 52 correspondentes ao tipo lignocelulésico. Apds a
maturidade do grdo, as plantas foram coletadas para andlise de suas caracteristicas morfo-
agrondmicas relacionadas a quantidade e a qualidade da biomassa, tais como: tempo para
florescimento, altura, peso de massa verde (PMV), peso de massa seca (PMS). Andlise de
composi¢do centesimal também foi empregada a fim de caracterizar bioquimicamente a
biomassa para lignina (Klason), Fibra Detergente Neutra (FDN) e Fibra Detergente Acida
(FDA). Para a andlise dos niveis de expressdo dos genes relacionados a biossintese de lignina,
35 acessos foram utilizados e plantados em casa de vegetacdo (12 h de luz por dia,
temperatura média de 25 °C). O efeito dos gendtipos foi analisado por um teste de ANOVA
com o teste Scott-Knott (1% de significancia), utilizando-se o programa GENES (CRUZ,
2006).

Identificacdo das familias génicas relacionadas a via biossintética da lignina em
sorgo e desenho de primers especificos

Os genes cujas proteinas codificam enzimas da via biossintética da lignina foram
identificados em sorgo utilizando-se sequéncias homodlogas correspondentes aos genes ja
identificados em milho, arroz e Arabidopsis, cuja fungao das correspondentes proteinas tenha
sido associada ao processo de biossintese da lignina na literatura. Utilizando-se o programa
BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), estas sequéncias homoélogas foram comparadas a
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sequéncia genOmica de sorgo (http://www.phytozome.net/sorghum) e também aos bancos
contendo sequéncias ESTs de sorgo como TGI (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-
bin/tgi/gimain.pl?gudb=sorghum), NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e GRAMENE
(http://www.gramene.org) para a correta predi¢do de intros/exons dos genes de interesse. A
fim de analisar os niveis de expressdo dos genes relacionados a via biossintética de lignina,
primers especificos para os genes que codificam as enzimas shikimato hidroxicinamoil
transferase (HCT) e 4-hidroxicinamato 3-hidroxilase (C3’H) foram desenhados com o
programa ‘Primer3 v.0.4.0’ (http://frodo.wi.mit.edu), desenvolvido por Rozen e Skaletsky
(2000). Para diferenciar entre a amplificacdo resultante do cDNA sintetizado ou DNA
genOmico residual, os pares de primers gene-especificos foram desenhados de forma que
flanqueiem introns, sempre que possivel, e possuam Tm semelhante, em torno de 60 °C.

Andlise de expressdo dos genes envolvidos na via biossintética da lignina via RT-PCR
em tempo real com detec¢do SYBR Green

O RNA total foi extraido dos entrends superiores (mais jovens) de plantas,
aproximadamente 8 semanas apds o plantio em casa de vegetacdo. Apds extracdo do RNA
total e tratamento com DNAse I, a primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando-se o kit
‘High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems). Cada amostra de cDNA
foi diluida 10 vezes antes de amplificagdo com primers especificos. A expressao génica foi
avaliada por meio de RT-PCR quantitativo em tempo real no equipamento ABI Prism 7500.
As condi¢des de amplificagdo foram testadas para cada par de primers. Para efeitos de
normalizacdo, a expressdo enddgena foi quantificada com o controle rRNA 18S utilizando-se
os primers 18S-F: 5-GGCTCGAAGACGATCAGATACC-3'; e 18S-R: 5'-
TCGGCATCGTTTATGGTT-3', descritos por Yang et al. (2004). A quantificacio dos
cDNAs sintetizados foi feita pela método SYBR Green de detec¢do. As mudangas em
fluorescéncia do SYBR Green I dye foram monitoradas em cada ciclo pelo programa do
sistema ABI 5700 e o ciclo ‘threshold’(Cy) para cada reagdo foi calculado. A abundancia
relativa de cada produto amplificado foi determinada baseada no valor Cy de cada reacao.

Andlise da concentracdo de lignina Klason e andlise de composi¢cdo centesimal

As andlises foram feitas no Laboratério de Analises Quimicas de Plantas (LAQP) da
Embrapa Milho e Sorgo. Dez plantas escolhidas aleatoriamente por linha foram coletadas
quando atingiram maturidade e em seguida foram secas em estufa a 37 C por 2 semanas antes
de serem moidas e passadas por uma peneira de 1 mm. Parte do material seco foi extraido em
solucdo de etanol 80% (v/v) a temperatura de 60 °C em um banho sonicador por 30 min para a
remogdo dos actcares soldveis e outros compostos organicos. A suspensao foi filtrada, lavada
com solu¢do de etanol 80% (v/v) a 60 °C, e seca em estufa a 50 "C. O material seco foi usado
para determinar lignina Klason pelo método de Theander e Westerlund (1986) com
modificagdes descritas por Hatfield et al. (1999).

Resultados e Discussao

Avaliagdo do painel diverso de sorgo para propriedades relacionadas a qualidade e a
quantidade da biomassa

O painel de trabalho de sorgo foi definido em parceria com os pesquisadores
envolvidos nos programas de melhoramento de sorgo e biologia molecular da unidade. Um
total de 102 materiais geneticamente diversos foi selecionado para compor o painel, incluindo
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linhagens-elite dos programas de melhoramento da Embrapa e do Banco de Germoplasma de
Sorgo, bem como oriundos da cole¢do-nicleo do CIRAD. O painel foi implantado no campo
em blocos casualizados (uma linha por parcela com 2 blocos), em condicdes de dias curtos.
Apo6s maturidade do grdo, os materiais foram coletados e analisados quanto a caracteristicas
morfo-agrondmicas de interesse para producdo da biomassa. Andlise de composicao
centesimal da planta inteira também foi feita a fim de se determinar o teor de lignina bem
como outros parametros estimadores da composi¢do da parede celular (FDA ou Fibra
Detergente Acida; FDN ou Fibra Detergente Neutra; celulose, hemicelulose, conteddo celular,
cinzas, dentre outros). As referidas anélises se encontram na Tabela 1, a qual corresponde ao
quadro de ANOVA para este experimento, com as varidveis monitoradas durante 0 mesmo.

Tabela 1: Quadro de ANOVA para andlise de caracteristicas morfo-agrondmicas e bioquimicas relacionadas a
producdo e qualidade da biomassa (lignocelulose) avaliadas em um painel de 102 acessos de sorgo cultivados em
campo sob condi¢des de dias curtos. Flor: Florescimento (dias apds plantio), Alt: altura (metros), PMV: peso de
massa verde (ton/ha), PMS: peso de massa seca (ton/ha), FDN: fibra detergente neutra (% de massa seca), FDA:
fibra detergente 4cida (% de massa seca), Lig: lignina (% de massa seca), Hemic: hemicelulose (% de massa
seca), Cel: Celulose (% de massa seca).

Q.M.

F.V. G.L. Flor Alt PMV PMS FDN FDA Lig Hemic  Cel
Bloco 1 70,58 0,037 _ 9800,38 1973,70 938 19,23 0246 193 118,88
Genétipo 101 42437#%  0,65%%  359455,58 2822873 %% 42,76 ** 36,60%%  325% 1597 32,82
Residuo 101 11,59 0014  ** 1056,88 12,88 9,54 1,89 7,88 6,11

12459,04
CV(%) 3,96 6,25 18,27 19,24 525 7,30 31,39 10,77 6,52
Média 85,86 1,91 19,32 534 6832 4226 4,38 26,05 37,88
Minimo 59,0 0,75 2,86 1,00 53,57 29,96 2,10 18,10 26,25
Méximo 140,0 3,50 80,60 19,26 8047 56,65 11,30 3529 53,45

Resultados significativos a * 5% e ** 1% pelo teste de Scott-Knott.

Para a caracteristica florescimento, verificou-se que houve grande variabilidade entre
os genotipos, que floresceram entre 59 e 140 dias apds o plantio, sendo a média de
aproximadamente 86 dias. A correlacdo entre os blocos foi bastante alta e o coeficiente de
variacdo (CV%) bastante baixo (3,96), indicando que a coleta dos dados foi satisfatdria.
Como o painel foi plantado em condicdes de dias curtos, materiais sensiveis ao fotoperiodo
floresceram mais cedo, ndo sendo possivel medir o seu verdadeiro potencial quanto a
producdo de biomassa. Ainda assim, alguns materiais sensiveis que floresceram em torno de
75 dias apds o plantio apresentaram valores de massa seca em torno da média do painel, que
foi de 5.342,9 Kg/ha (Figura 1). Serd interessante verificar como estes materiais sensiveis se
comportardo em termos da produ¢do de biomassa em condi¢des de dias longos.
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Figura 1: Comparag@o do tempo de florescimento (dias) e produgdo de peso de massa verde (PMV) e peso de
massa seca (PMS).

Entre as caracteristicas relacionadas a produ¢do de biomassa (Peso de Massa Verde,
PMV; Peso de Massa Seca, PMS; e altura) também houve grande variabilidade entre os
genotipos. O PMV variou de 2,8 a 80,5 ton/ha, com média de 19,3 ton/ha, enquanto o PMS
variou entre 1,0 e 19,2 ton/ha, sendo a média 5,3 ton/ha. A altura variou de 0,75 a 3,5 m, com
média de 1,9 m. Enquanto o coeficiente de variagdo para altura foi baixo (6,2%), o CV% para
PMS e PMYV ficou entre 18 e 20%, o que ainda € aceitdvel para experimentos de campo.

O conteddo de lignina variou entre 2,0 e 11,2 entre andlises individuais e a média total
foi de 5,85. Apesar desta caracteristica ter apresentado um CV elevado, a Figura 2 demonstra
a amplitude da variabilidade do teor de lignina presente em alguns materiais do painel

analisado.
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Figura 2: Andlise do conteddo de lignina Klason de 35 gendtipos de sorgo expresso como % em relagdo a massa
seca (médias de blocos com o respectivo desvio padrdo).

Dentre os parametros bioquimicos avaliados, envolvidos com a qualidade da
biomassa, os valores obtidos para FDN, FDA, hemicelulose e celulose estdo expressos como
% em rela¢do A massa seca a 65 °C. Entre os gendtipos, os teores variaram de 2,0 — 11, 2 para
lignina, 53,6 — 80,5 para FDN, 29,9 — 56,7 para FDA, 18,1 — 35,3 para hemicelulose, e 26,2 -
53,4 para celulose. Nota-se que os valores de hemicelulose e celulose sdo apenas estimativas a
partir das demais andlises, portanto, devem ser avaliados de forma comparativa entre
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genotipos. Como era de se esperar, andlise de correlacdo simples confirmou que lignina
possui alto indice de correlagdo positiva com FDN e FDA (coeficiente de correlagdo Pearson
0,70 para FDN e 0,89 para FDA), mas ndo com hemicelulose e celulose.
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Figura 3: Andlise de composicdo centesimal de 35 genétipos de sorgo com o contetdo estimado dos valores
médios para FDN (Fibra Detergente Neutra), FDA (Fibra Detergente Acida), hemicelulose e celulose. Valores
em porcentagem em relacdo ao peso seco da amostra (médias de 3 repeti¢des com desvio padrdo).

Apesar do alto CV obtido para andlise de lignina Klason, os dados da Tabela 1
também confirmam que o painel estudado apresenta grande variabilidade fenotipica tanto para
caracteristicas morfo-agrondmicas quanto bioquimicas, todas relacionadas com a produgdo e a
qualidade da biomassa a ser obtida. Esses experimentos deverdo ser repetidos sob condi¢des
de dias longos, para avaliar principalmente os gendtipos sensiveis ao fotoperiodo e validar os
resultados obtidos neste experimento. Os dados para lignina deverdo ser mais bem estudados
a fim de se decidir por um melhor método para sua determinacao.

Identificacdo de genes, desenho de primers e andlise da expressdo génica de genes
relacionados a via biossintética da lignina em acessos do painel de sorgo utilizando-se a
técnica de RT-PCR quantitativo em tempo real.

A fim de melhor entender a sintese de lignina e identificar alvos moleculares para o
programa de melhoramento de sorgo bioenergia, genes-chave envolvidos na via de biossintese
de lignina foram identificados por homologia de sequéncia em sorgo. Para estudar a expressao
destes genes, a técnica de RT-PCR em tempo real foi utilizada em um subgrupo de 35 acessos
do painel estudado, para andlise de expressdo génica de 2 genes-chave na sintese de lignina:
C3’H e HCT. Os acessos utilizados na andlise de expressdo génica foram plantados em casa
de vegetacdo com 6 repeticdes por gendtipo (2 vasos com 3 plantas cada). Amostras do
entrend superior (tecido mais jovem e menos lignificado, onde se espera maior expressao dos
genes relacionados a biossintese de lignina) foram coletadas para a extracdo de RNA apds 8
semanas de plantio. A Figura 4 contém os resultados para os niveis de expressdao génica dos
materiais analisados.
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Figura 4: Andlise de expressdo génica relativa (RQ) por PCR em tempo real para os genes da via de biossintese
de lignina C3°'H e HCT. RNA foi extraido de entrends superiores de plantas crescidas em casa de vegetacdo por
8 semanas. A expressdo gé€nica foi avaliada em um subgrupo de genétipos de sorgo contrastantes para o
contetido de lignina utilizando PCR em tempo real por deteccdo SYBR Green (Barra de erros calculada a partir
de trés repeti¢des). Linha de tendéncia demonstra corregulacao dos genes entre genotipos.

A Figura 4 sugere que os genes avaliados estdo corregulados, uma vez que
apresentaram expressdo altamente correlacionada entre gendtipos, além de apresentarem
grande variabilidade de expressao entre os genétipos estudados. Estes genes estdo no inicio da
via biossintética da lignina e Chen e Dixon (2007) demonstraram que a regulacdo negativa
destes genes foi mais eficaz em reduzir o teor de lignina em plantas de alfafa transgénicas
para os mesmos, do que a regulacdo negativa de genes cujas proteinas atuam posteriormente
na rota, demonstrando a importancia deles para a sintese de lignina. Gachon et al. (2005)
demonstraram que genes-chave da via biossintética dos fenilpropandides, dentre eles alguns
relacionados a sintese de lignina, também exibem expressio coordenada durante o
desenvolvimento da planta, além de respostas a estresse.

Para se obter uma andlise mais completa do processo, 0s mesmos materiais serao
futuramente utilizados para a anélise de expressdo dos demais genes envolvidos na sintese de
lignina, a fim de se correlacionar o conteido de lignina (e demais parametros bioquimicos
investigados) e os niveis de expressdo gé€nica. Os genes que demonstrarem expressao
diferencial entre diferentes acessos, apresentando conteido de lignina contrastante, serdao
validados por andlise de mapeamento por associacao e selecionados para uso no programa de
melhoramento de sorgo para bioenergia.

Conclusoes

- O painel de sorgo geneticamente diverso apresentou grande variabilidade fenotipica
para as caracteristicas morfo-agrondmicas e bioquimicas relacionadas a producdo e a
qualidade da biomassa, constituindo em excelente fonte de recursos genéticos para o
programa de melhoramento de sorgo bioenergia.

- A andlise de expressao dos genes C3H e HCT, envolvidos na sintese de lignina,
sugere que estes genes sdo corregulados, e que houve variabilidade na expressdo deles nos
genotipos analisados.
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