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RESUMO

COLLUCCI, D. Teor de sacarose, acaimulo de lignocelulose, dimensionamento celular e
digestibilidade irn vitro de entrenés de cana-de-aciicar em relacio ao estigio de
maturacao e a genétipos de Saccharum spp. 2019. 77p. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena — SP, 2019.

Os hibridos de cana-de-agucar adquiriram varias caracteristicas através do
melhoramento de plantas, incluindo a producao de sacarose e lignocelulose. Recentemente,
industrias baseadas em biomassa projetadas para produzir produtos quimicos de alto valor
agregado e biocombustiveis a partir da biomassa encorajaram novos esforgos de
melhoramento para desenvolver plantas com alto rendimento de sacarose e baixa
recalcitrancia de lignocelulose. O presente estudo utilizou 4 hibridos experimentais de cana-
de-agticar para avaliar a dindmica de acumulo de sacarose e lignocelulose, a composicao
quimica de lignocelulose e a digestibilidade enzimdtica durante a maturacdo dos entrends.
Durante os estagios de matura¢do dos entrends, o teor de sacarose aumentou, enquanto a
fracdo lignoceluldsica apresentou um aumento na lignina e uma redugdo no contetido de
glucanas. A digestibilidade enzimatica e o teor de lignina da fragdo lignoceluldsica
apresentaram um padrdo inversamente relacionado, sendo que o primeiro entreno foi duas
vezes mais digerivel em comparagdo aos entrends maduros, indicando que a digestibilidade
diminui significativamente com a maturacdo dos entrends e a lignificacdo dos tecidos. Os
hibridos H89 e H58 combinaram caracteristicas fenotipicas desejaveis (alto rendimento de
sacarose e baixa recalcitrancia de lignocelulose) a exploracdo combinada de agticar, produtos
quimicos de alto valor agregado e biocombustiveis, que nao foram detectados em H140 e
H321. O conjunto de dados gerado foi analisado por andlise de componentes principais
(PCA). A analise de PCA permitiu corroborar quantitativamente a discriminagdo de amostras
e mostrar que os autovetores do teor de lignina e de digestibilidade apresentaram sentidos
inversos, bem como os autovetores do teor de glucana e de digestibilidade apresentaram o
mesmo sentido. A avalaliagdo global dos dados permitiu inferir que marcadores moleculares
especificos discriminando as caracteristicas quimicas e de digestibilidade da cana de agtcar
podem contribuir para o desenvolvimento de novos hibridos que combinem elevados
rendimentos de sacarose e baixa recalcitrancia de lignocelulose.

Palavras-chave: Recalcitrancia da cana-de-agucar. Digestibilidade enzimatica. Lignina.
Glucanas. Xilanas.



ABSTRACT

COLLUCCI, D. Sucrose content, lignocelulose accumulation, cell wall anatomy
characterization and in vitro digestibility of sugarcane internodes depicted in relation to
maturation stage and Saccharum genotypes. 2019. 77p. Thesis (Doctoral of Science) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena — SP, 2019.

Sugarcane hybrids acquired several characteristics through plant breeding, including high
sucrose and lignocellulose production. Recently, biomass-based industries designed to
produce high-value chemicals and biofuels from whole plant biomass encouraged new
breeding efforts to develop plants with high sucrose yield and low lignocellulose
recalcitrance. The present study utilized four experimental sugarcane hybrids to evaluate the
dynamics of sucrose and lignocellulose accumulation, lignocellulose composition, and
enzymatic digestibility during internode development. During the internode maturation
stages, the sucrose content increased while the lignocellulose fraction displayed an increase in
lignin and a reduction in glucans contents. Enzymatic digestibility and lignin content of the
lignocellulose fraction displayed an inversely related pattern, and the first internode was twice
more digestible compared with mature internodes, indicating that digestibility decreases
significantly with internode maturation and tissue lignification. Hybrids H89 and HS58
combined desirable phenotype characteristics (high sucrose yield and low lignocellulose
recalcitrance) essential for the combined exploitation of sugar, high-value chemicals and
biofuels, that were not detected in H140 and H321. All sugarcane properties were evaluated
by principal component analysis (PCA). PCA of the current data corroborate with previous
observations in a quantitative maner showing that eigenvectors of lignin content and
digestibility displayed an inverse direction whereas eigenvectors of glucan content and
digestibility had the same direction. The overal data evaluation may help with the
development of proper molecular markers that could discriminate sugar cane hybrids with
desired characteristics, which could help to further design breeding steps to produce
sugarcane modern hybrids combining high sucrose yields and low lignocellulose
recalcitrance.

Keywords: Sugarcane. Cell Wall Recalcitrance. Biomass Enzymatic Digestibility. Lignin.
Glucans. Xylans.
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Capitulo 1: Introducio, revisao bibliografica e objetivos

1 INTRODUCAO

Hibridos de Saccharum tem sido tradicionalmente desenvolvidos buscando aptiddes
como o elevado acimulo de sacarose, a elevada produtividade no campo, a resisténcia as
pragas decorrentes do plantio em monoculturas, a resisténcia a seca e a adaptabilidade a
diferentes tipos de solo (LAKSHMANAN et al., 2005; WACLAWOVSKY et al., 2010;
LOUREIRO et al., 2011). Todo este desenvolvimento tem sido destinado para a producao de
acucar e etanol. A conversao do bagaco de cana-de-agicar em substincias de alto valor
agregado ou etanol celuldsico s@o novos rumos para a industria sucroalcooleira no século XXI
(RAGAUSKAS et al., 2014; SHELDON, 2014). No entanto, a desconstru¢ao da biomassa
lignoceluldsica em polimeros majoritarios como a celulose, hemicelulose e lignina, assim
como a transformagdo da fragdo polissacaridica do bagaco de cana em monossacarideos
requer uma série de processos que apresentam dificuldades técnicas e econdmicas
(RAGAUSKAS et al., 2014).

Diversas estratégias promovem a desconstru¢do e facilitam a hidrdlise enzimatica do
bagaco da cana-de-acucar, inclusive, o pré-tratamento quimico e a utilizagdo de hibridos com
baixo teor de lignina, alto teor de glucanas mistas (MLG) e baixo teor de celulose cristalina
(PARK et al., 2010; COSTA et al., 2016). No entanto, até o presente momento (final da
década de 2010), tanto no Brasil como em outros paises lideres no setor sucroalcooleiro, nao
existem hibridos comerciais de Saccharum com aptidio para produgdo de sacarose e
simultaneamente acumulo de biomassa com baixa recalcitrancia. Um esfor¢o recente
desenvolvido neste sentido foi liderado pela RIDESA e resultou no desenvolvimento de
hibridos com caracteristicas favoraveis (e.g. baixo teor de lignina) as novas perspectivas de
utilizacao do bagaco da cana-de-agticar (LOUREIRO et al., 2011; MASARIN et al., 2011).

A digestibilidade enzimatica da biomassa lignoceluldsica dos hibridos RIDESA
mencionados anteriormente foi avaliada por Masarin et al. (2011), Masarin et al. (2013),
Costa et al. (2013), Mendes et al. (2015), Laurito-Friend et al. (2015) e Costa et al. (2016). Os
6 estudos demonstraram que o alto teor de lignina possui correlagdo inversa com a
digestibilidade enzimatica da biomassa. A presenca de areas extensas de aglomerados
vasculares nos entrends também se mostrou inversamente correlacionada com a

digestibilidade enzimatica da biomassa (COSTA et al., 2013). Por outro lado, teores elevados
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de MLG’s e baixo teor de celulose cristalina se correlacionaram com amostras de biomassa
facilmente digeriveis com enzimas hidroliticas (COSTA et al., 2016).

Os estudos com os hibridos RIDESA, anteriormente mencionados, juntamente com o
estudo da deposicao de lignina nos entrends de cana-de-agucar descritos por Bottcher et al.
(2013) sugerem que a recalcitrancia do bagaco da cana-de-agucar aumenta durante o
desenvolvimento vegetativo. De fato, ha evidéncias de que as alteragdes na parti¢do de
carbono no decorrer do desenvolvimento vegetativo da cana-de-actcar sdo responsaveis pelo
aumento na recalcitrincia da biomassa (DROUET; PAGES, 2003; WANG et al., 2013).
Especificamente, o acimulo de sacarose e a alocacdo de lignocelulose ocorrem de forma
simultanea até a saturacdo de sacarose em entren6s maduros (WANG et al., 2013). Apds a
saturagdo de sacarose, a alocagdo de lignocelulose, especialmente de lignina, ndo ¢
interrompida e condiciona o espessamento € o aumento da lignificagdo das paredes celulares,
especialmente das fibras do esclerénquima (WILSON; HATFIELD, 1997; LINGLE;
THOMSON, 2012; POELKING et al., 2015).

Os fatores que afetam a recalcitrancia da biomassa de gramineas e do bagago da cana-
de-agucar ao longo do desenvolvimento vegetativo sao bem conhecidos (GRABBER, 2005,
SIQUEIRA et al., 2011; LINGLE ; THOMSON, 2012; SIQUEIRA et al. 2013; CASS et al.,
2016). Recentemente, outros fatores foram identificados, especificamente o elevado teor de
MLG e os baixos teores de d4cidos hidroxicindmicos promovem um aumento da
digestibilidade enzimatica da biomassa (VEGA-SANCHEZ et al., 2013 ; COSTA et al.,
2016). Visando identificar um perfil de maturagdo de cana-de-agtcar que condicione um alto
padrdo de saturacdo de sacarose e uma baixa taxa de lignificagdo da biomassa, esta pesquisa
utilizou 4 hibridos para avaliar como ocorre o desenvolvimento da recalcitrancia e o acumulo
de sacarose ao longo de diferentes estagios de desenvolvimento vegetativo dos entrenos. Esta
pesquisa descreve de forma inédita o perfil de acimulo de carboidratos ndo estruturais e
estruturais em hibridos de Saccharum desenvolvidos dentro do contexto das novas
perspectivas de utilizagdo da biomassa do bagaco de cana-de-agticar. A caracterizacdo do
acumulo de sacarose e da deposi¢ao de lignocelulose junto com a avaliagdo da digestibilidade
enzimatica da biomassa ao longo do caule da cana-de-agucar ¢ importante, pois permite
averiguar a possivel existéncia de um perfil de maturacdo que condicione aptidio dupla,
saturacao de sacarose e acimulo de biomassa com baixa recalcitrancia.

Esta tese segue estruturada na seguinte forma: introdugdo e contextualizagdo sobre o
tema revisdo bibliografica sobre o actimulo da biomassa e sobre o desenvolvimento da

recalcitrancia da biomassa a hidrélise enzimatica em gramineas, incluindo a cana-de-agucar e
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o objetivo geral da tese (Capitulo 1); dois artigos cientificos que incluem introdugdes
especificas, metodologia experimental, resultados e discussdao (Capitulos 2 e 3) e uma
conclusao geral sobre a tese desenvolvida além das referéncias bibliograficas apresentadas em

conjunto para evitar a repeti¢do de referéncias em cada capitulo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Morfologia e Anatomia da Cana-de-acicar

O caule da cana-de-agucar ¢ composto por uma série de subunidades, os fitdmeros
(Figura 1.1); cada fitdmero ¢ constituido por uma lamina foliar e bainha, n6 e entrend, além
da gema axilar localizada abaixo do ponto de inser¢ao da bainha foliar (BONNETT, 2013). A
formagdo e o alongamento dos entren6és da cana-de-agiicar ocorrem simultaneamente ao
processo de diferenciacdo dos fitdmeros a partir do meristema apical (MOORE; MOOSER
1995). Portanto, o caule da cana ¢ composto por entrends em estdgios progressivos de

desenvolvimento vegetativo.

Figura 1.1 Arranjo estrutural dos fitbmeros em um caule de cana-de-aglicar. A) Representagéo
esquemdtica de um fitobmero, B) Representagdo esquematica de um perfilho de cana-de-agucar
composto por uma série de fitdbmeros em estagios de desenvolvimento sucessivos
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N6 . Gema axilar  Fitdmero

Fonte: Adaptado de Moore; Moser (1995)
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Durante o desenvolvimento vegetativo dos fitdmeros, podemos observar o aumento da
propor¢ao de lignina na composi¢do da biomassa (BOTTCHER et al., 2013). Este fendmeno
influi fortemente sobre a recalcitrancia da biomassa a hidrolise enzimatica. Portanto, o
processo de actimulo de lignina deve ser considerado na busca de hibridos de Saccharum com
aptidao dupla, ou seja, elevada producao de sacarose e baixa recalcitrancia da biomassa.

O entren6 da cana-de-acticar ¢ composto por células epidérmicas, meristematicas,
parenquimaticas, vasculares e células com fungdo estrutural (MOORE; MOSER 1995).
Especificamente, podemos fracionar o entren6d da cana-de-agucar em 3 regides: a medula, o
cortéx e a casca. A regido da medula ¢ composta predominantemente pelo parénquima, apesar
de existirem aglomerados vasculares nesta regido (BRIENZO et al., 2016). Por outro lado, a
regido do cortex apresenta um predominio de células do sistema vascular em comparagdo as
células parenquimaticas (COSTA et al., 2016; BRIENZO et al., 2016). Os aglomerados
vasculares sdo formados por fibras do esclerénquima e os vasos xilematicos, além de
pequenas regides contendo células ativas do floema. A casca contém células epidérmicas e
um anel continuo de células corticais (MOORE; MOSER, 1995).

As caracteristicas anatomicas € a composicdo quimica das células do entren6 e a
recalcitrancia da biomassa do bagaco da cana-de-agicar estdo correlacionados.
Especificamente, a recalcitrdncia do bagaco da cana-de-agucar ¢ condicionada pela
predominancia de aglomerados vasculares ricos em fibras do esclerénquima lignificadas (DE
SOUZA et al., 2013; COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2016). As células do parénquima
sao delgadas e ndo apresentam deposi¢ao acentuada de compostos poliméricos recalcitrantes

como a lignina (SANT’ANNA et al., 2013).

2.2 Fotossintese, acimulo de Sacarose e Lignocelulose

2.2.1 Fotossintese

A fotossintese, e as dindmicas de parti¢ao e acimulo de fotoassimilados e derivados
de fotoassimilados, sdo processos bem descritos tanto para gramineas que apresentam via de
fixacdo de carbono C3 como C4, inclusive a cana-de-agucar que ¢ uma graminea do tipo C4
(GOWIK ; WESTHOFF, 2011). Gramineas C4, em condi¢des de alta temperatura, alta taxa
de luminosidade, baixa taxa de condutancia estomatica e/ou baixa concentra¢do atmosférica
de CO,, possuem maior capacidade de producdo de biomassa em comparacdo com gramineas

C3 devido ao padrao anatomico foliar “Kranz” (SAGE et al., 2012) (Figura 1.2). A anatomia
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foliar Kranz caracteriza a cooperacao entre dois tipos de células fotossinteticamente ativas: as
células do mesofilo e as células da bainha do feixe wvascular (EDWARDS;
VOZNESENSKAYA, 2010). Essencialmente, a anatomia Kranz garante um ambiente
saturado de CO, e consequentemente reduz a fotorrespiracdo nas células onde o ciclo de

Calvin acontece, ou seja, nas células da bainha do feixe vascular (SAGE; ZHU, 2011).

Figura 1.2 Representacdo esquematica da fotossintese e da estrutura foliar de gramineas C3 e C4
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Em gramineas C4, a fixa¢cdo enzimatica de CO, junto a enzima PEP carboxilase (PEP)
ocorre nos cloroplastos das células do mesofilo foliar e resulta na produgao de um acido
organico de 4 carbonos, o acido oxaloacético (GOWIK; WESTHOFF, 2011). O 4acido
oxaloacético ¢ convertido em malato e posteriormente difunde para as células da bainha do
feixe vascular (GOWIK; WESTHOFF, 2011). A descarboxilagdo dos acidos de 4 carbonos
em CO; nas células da bainha do feixe vascular permite a fixacdo do CO; junto a enzima
ribulose-1,5-bifostato carboxilase/oxigenasse (RUBISCO) no ciclo de Calvin, resultando na
produgdo de fotoassimilados de 3 carbonos (GOWIK; WESTHOFF, 2011). Nas células da
bainha do feixe vascular, os fotoassimilados de 3 carbonos sdo utilizados para a sintese de
uma série de compostos quimicos, incluindo lipidios, amino &cidos, e precursores da sacarose,

celulose e hemiceluloses (WANG et al., 2013).
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2.2.2 Sintese de Sacarose

A sacarose ¢ sintetizada no aparato foliar e nos tecidos que armazenam derivados de
fotoassimilados, ou seja, os tecidos-dreno como o parénquima (WANG et al., 2013). No
citosol das células foliares, as conversdes de fotoassimilados de 3 carbonos produzidos no
ciclo de Calvin em glicose-uridina-difosfato (uridine diphosphate glucose - UDP-GIc) e
frutose-6-fostato sdo criticas para a producdo de sacarose (TURNER; BOTHA, 2002). Apos
esta etapa, as enzimas sucrose-P-synthase (SPS) e sucrose-P-phosphatase (SPP) promovem a
sintese da sacarose (UYS et al., 2007; VERMA et al., 2011). A enzima SPS utiliza UDP-Glc e
frutose-6-fostato como substratos para a sintese de sacarose-6-fostato. Em contrapartida, a
enzima SPP sintetiza sacarose por meio da retirada de ortofostato (Pi) da molécula sacarose-6-

fostato (UYS et al., 2007; VERMA et al., 2011) (Figura 1.3).

Figura 1.3 Fluxograma da sintese de sacarose na cana-de-agucar
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A sacarose sintetizada no complexo foliar da cana-de-agtcar ¢ translocada pelo floema
até os tecidos-dreno, ou seja, as células parenquimaticas do entren6 (WANG et al., 2013). No
parénquima caulinar, a sacarose ¢ armazenada em vactolos (WANG et al., 2013). Apds a

deposi¢ao e armazenamento da sacarose no interior dos vactiolos das células parenquimaticas,
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a sacarose permanece sujeita as reagcdes de degradacdo-sintese (WANG et al., 2013). A
degradacdo enzimatica da sacarose devido a agdo das invertases produzem glicose e frutose
que podem ser novamente utilizadas na sintese de sacarose (MAO; WANG, 2006). A reagdo
reversivel de degradacdo-sintese catalisada pela enzima sucrose synthase (SuSy), converte
sacarose em UDP-Glc e frutose, e vice-versa (LINGLE; TEW, 2008). As reacdes de sintese
catalisadas pelas enzimas SPS e SPP que ocorrem no aparato foliar, também convertem UDP-
Glc e frutose-6-fostato em sacarose nas células parenquimaticas (WANG et al., 2013).
Portanto, a sacarose pode ser sintetizada tanto no aparato fotossintético como no parénquima

caulinar da cana-de-actcar.

2.2.3 Sintese de Carboidratos Estruturais

Em adigdo a sacarose, o carbono fixado durante a fotossintese ¢ alocado na forma de
glucanas, hemiceluloses e lignina nas paredes das células vegetais (YANG et al., 2013). As
vias metabodlicas de sintese de carboidratos poliméricos da parede celular envolvem a
conversao de agucares ¢ fosfato de agucares em nucleotideo-agucares, como uridine
diphosphate galactose (UDP-Gal), uridine diphosphate mannose (UDP-Man), uridine
diphosphate glucuronic acid (UDP-GIcA), uridine diphosphate galacturonic acid (UDP-
GalA), uridine diphostate xylose (UDP-Xyl), uridine diphostate arabinose (UDP- -Ara) e
UDP-Glc (GIBEAUT, 2000).

Nucleotideo-agucares, celulose sintases (CesA’s) e enzimas acessoOrias certamente
descrevem a sintese de celulose (SOMERVILLE, 2006). No entanto, a sintese de celulose
também ¢ auxiliada por glicosiltranferases (GT’s) e até mesmo pela acdo de primers
lipoglicanos, como sisterol-f-glucoside (PENG et al., 2002; GUERRIERO; FUGELSTAD;
BULONE, 2010). A sintese de outras glucanas e hemiceluloses consideram essencialmente
nucleotideo-acticares junto a acdo de cellulose synthases like (Csl’'s) e a GT’s,
respectivamente (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). As enzimas CesA’s sdo responsaveis pela
sintese de celuloses (SOMERVILLE, 2006; MUTWIL et al., 2008). Cada complexo de
sintese de microfibrilas de celulose, localizado na membrana plasmatica das células, ¢
composto por 6 subunidades “rosetas”, e cada roseta possui 6 proteinas CesA (DOBLIN et al.,
2002). Em adicao a celulose sintase, a sintese de celulose ¢ auxiliada por primers lipoglicanos
e pelas enzimas SuSy e Korrigan (KOR) celulase (PENG et al.,, 2002; GUERRIERO;
FUGELSTAD; BULONE, 2010) (Figura 1.4). A enzima SuSy converte moléculas de

sacarose em UDP-Glc e frutose, e consequentemente, abastece o complexo de rosetas com os
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precursores UDP-Glc utilizados na sintese de celulose (HAIGLER et al., 2001). A enzima
KOR verifica, edita e elimina cadeias defeituosas de celuloses assim como controla o grau de
cristalizacao da celulose (ROBERT et al., 2004). Alteragdes no perfil de amino acidos € na
funcionalidade da enzima KOR em Arabidopsis evidenciaram que enzimas defeituosas

reduzem o grau de cristalizac¢do da celulose (HIS et al., 2001).
Figura 1.4 Diagrama da sintese de celulose
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A sintese de glucanas, incluindo glucomananas e glucanas mistas (MLG’s), e a sintese
de hemiceluloses, como xiloglucanas, glucuronoxilanas (GX’s) e glucuronoarabinoxilanas
(GAX’s), ocorrem em regides especificas do Complexo de Golgi (SUZUKI et al., 2006;
DRIOUICH et al., 2012). As enzimas Csl’s sintetizam glucomanas, xiloglucanas e MLG’s
utilizando UDP-Man, UDP-Xyl e UDP-Glc (CARPITA; GIBEAUT, 1993; BURTON et al.,
2006). A sintese das cadeias centrais de GX’s e GAX’s ocorrem a partir de UDP-Xyl e UDP-
Glc pela agdo de diversas glicosiltransferases (CAO et al., 2008; OIKAWA et al., 2013)

(Figura 1.5). As enzimas GT’s também decoram as cadeias centrais de GX’s ¢ GAX’s com
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arabinose e acido glucorénico ou 4-O-metil-glucordnico utilizando UDP-Ara e UDP-GIcA

como substratos respectivamente (FAIK, 2010).

Figura 1.5 Diagrama da sintese de hemiceluloses
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2.2.4 Sintese de Lignina e Acidos HidroxicinAmicos

A lignina e os 4cidos hidroxicindmicos: fertlico e paracumarico, também sao drenos
de carbono fotossintético (FRANK et al., 2004, HALPIN, 2019). A lignina e os acidos
hidroxicinamicos sdao sintetizados a partir da fenilalanina produzida na via de sintese de
chiquimato (HERRMANN et al., 1995; GRABBER, 2019). A conversdao de frutose-1,6-
bifostato em fosfoenolpiruvato durante a glicélise, e a sintese de fenilalanina a partir de
fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato sdo etapas essenciais para a sintese de lignina e 4cidos
hidroxicinamicos (VANHOLME et al., 2010, VANHOLME et al., 2019).

Os acidos hidroxicinamicos sdo sintetizados a partir da fenilalanina antes da sintese
dos monolignodis que compdem a lignina (HUMPHREYS; CHAPPLE, 2002) (Figura 1.6). O
acido paracumarico ¢ sintetizado a partir da fenilalanina pela acdo das enzimas phenylalanine
ammonia liase (PAL) e cinnmate 4-hydroxylase (C4H), em contrapartida, as enzimas p-

coumarate 3-hydroxylase (C3H) e catechol-O-methyl transferase (COMT) sintetizam o acido
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ferulico a partir do 4cido paracumarico (MACDONALD; D’CUNHA, 2007; FRASER;
CHAPPLE, 2011). Os élcoois mencionados anteriormente, especificamente, coniferil, sinapil,
e p-cumaril, sdo precursores dos mondmeros hidrocinamoil (H), siringil (S), e guaiacil (G)
respectivamente (LI et al., 2001; VANHOLME et al., 2010). As enzimas 4-coumarate:CoA
ligase (4CL), cinnamoyl-CoA reductase (CCR), e cinnamyl alchool dehydrogenase (CAD),
sintetizam hidroxicinamoil a partir do 4cido paracumario (WAGNER et al., 2007; ZHAO et
al., 2013). As enzimas 4CL, CCR, CAD, peroxidases (PER) e lacases (LAC), sintetizam
guaiacil a partir do &cido fertlico (STERJIADES et al., 1993; HALPIN, 2019). O monolignol
siringil também ¢ sintetizado a partir do acido fertlico pela acdo das enzimas ferulate 5-
hydroxylase (FSH), COMT, 4CL, CCR, CAD, peroxidases e lacases (STERJIADES et al.,
1992; ZHAO et al., 2013, HALPIN, 2019).

Figura 1.6 Via de biossintese de monolignols em plantas vasculares. a) Enzimas envolvidas na sintese
de lignina. b) Marcagdo da lignina no caule de Panicum spp por floroglucinol. ¢) Visualizagdo da
deposicao de lignina por fluorescéncia apos excitacdo no UV em um corte do caule de Medicago
truncatula
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2.3 Matriz Quimica, Desconstrucao e Recalcitrancia da Biomassa Lignoceluldsica
2.3.1 Matriz Quimica da Parede Celular
A parede primadria € constituida essencialmente de hemiceluloses, pectina, e glucanas
como a celulose, enquanto que a parede secundaria caracteriza-se pelo acumulo de lignina

juntamente aos carboidratos estruturais (SOMERVILLE et al., 2004; COSGROVE, 2005). A

sintese da parede primaria ocorre simultaneamente ao processo de crescimento € expansao
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celular (COSGROVE, 2012; PARK; COSGROVE, 2012). A parede secundaria ¢ sintetizada
somente apds o término do crescimento e expansdo de células que apresentam fungdo
estrutural e condutora de agua, como as fibras do esclerénquima e os vasos xilematicos,
respectivamente (SALMEN, 2004; COSGROVE, 2012). Em adi¢io as diferencas na
composi¢do quimica entres as paredes primdrias e secundarias, a espessura, o numero de
camadas, e a rigidez da parede secunddria ¢ maior em comparagdo a parede primaria
(COSGROVE, 2012).

As microfibrilas de celulose que compdem a parece celular sdo constituidas por
inimeras cadeias lineares de anidroglicoses (MOON et al., 2011). Na celulose, as moléculas
de glicose permanecem unidas por ligagdes glicosidicas entre os carbonos 1 e 4 com
configuragdao f (MOON et al., 2011). Em cada anidro-mondmero de glicose que compde a
celulose, existem 3 hidroxilas que condicionam caracteristicas estruturais importantes tanto a
cadeia como as microfibrilas de celulose (HABIBI et al., 2010). Especificamente, as pontes de
hidrogénio intra-cadeia entre hidroxilas e entre hidroxilas e o oxigénio do anel glicosidico
condicionam a conformacao linear da celulose (KLEMM et al., 2005). Em contrapartida, as
forgas de van der Walls e as pontes de hidrogénio entre hidroxilas de cadeias de celulose
adjacentes garantem a formagdo e a rigidez das microfibrilas de celulose (KLEMM et al.,
2005). A conformacgdo das pontes de hidrogénio entre as cadeias de celulose também
determinam o tipo de estrutura cristalina deste polimero (NISHIYAMA et al, 2003;
STURCOVA et al., 2004) (Figura 1.7).

Figura 1.7 Estrutura quimica da celulose
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As mixed linkage glucans (MLG’s) s3o glucanas essencialmente encontradas em
gramineas (SORENSEN et al.,, 2008; VEGA-SANCHEZ et al., 2013). MLG’s sdo
constituidas por glicoses unidas por ligagoes 1-4 B e 1-3 B (LAZARIDOU et al., 2007).
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Especificamente, MLG’s sdo constituidas por polimeros de celotrioses e celotetraoses unidos
por ligacdes 1-3 B (LAZARIDOU et al., 2007). Estruturalmente, MLG’s nao sdo polimeros
lineares de glicoses justamente devido as deformagdes na estrutura linear promovidas pelas
ligacdes 1-3 B (BURTON et al., 2006; CARPITA, 2011) (Figura 1.8). A presenca de MLG’s
nas paredes de células em crescimento e células com parede secundarias, assim como o
acimulo de MLG’s no endosperma de gramineas, sugerem que este polissacarideo possui

fungao estrutural e de armazenamento de energia (VEGA-SANCHEZ et al., 2012).

Figura 1.8 Estrutura quimica da MLG
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Xiloglucanas sdo hemiceluloses comumente encontradas nas paredes primarias;
xiloglucanas sao constituidas por glicoses unidas por ligagdes 1,4- (FRY, 1989) (Figura 1.9).
Xiloglucanas possuem decoragdes na cadeia central de glicoses com residuos de xilose,
galactose, arabinose, e até mesmo fucose (PAULY et al., 2001). As xiloglucanas podem ser
classificadas segundo a conformacdo das ramificacdes dos residuos de xilose (VINCKEN et
al., 1997). Especificamente, as xiloglucanas podem ser do tipo XXXG ou XXGG
(SCHULTINK et al., 2014; PARK; COSGROVE, 2015). As xiloglucanas XXXG apresentam
3 das 4 moléculas de glicose substituidas com residuos de xilose (SCHULTINK et al.,2014).
As xiloglucanas XXXG sdo predominantes na maioria das eudi- e mono-cotiledoneas
(HUISMAN et al., 2000). Em contrapartida, as xiloglucanas XXGG sdo encontradas

essencialmente em gramineas (HSIEH et al., 2009). Xiloglucanas também podem ser
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acetiladas, ou seja, xiloglucanas do tipo XXXG podem apresentar residuos como 6-O-acetil

galactose, 5-O-acetil arabinose e 6-O-acetil glicose (BUSSE-WICHER et al., 2014).

Figura 1.9 Estrutura quimica da Xiloglucana
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Glucuronoxilanas (GX) sd3o hemiceluloses predominantes nas paredes secundarias de
angiospermas e gramineas; GX’s sdo constituidas por xiloses unidas por liga¢des glicosidicas
do tipo 1,4-B (LEE et al., 2010). Glucuronoxilanas apresentam decoracdes na cadeia central
de xilose com os acidos metil glucuronico e 4-O-metil-glucuronico (CHONG et al., 2014).
Glucuronoxilanas compdem a maior fracdo das hemiceluloses em angiospermas arboéreas,
inclusive espécies do género Eucalyptus (PINTO, P. C.; EVTUGUIN, D. V.; PASCOAL-
NETO, 2005). Em gramineas, as hemiceluloses glucuronoarabinoxilanas (GAX) apresentam
composi¢do quimica similar as glucuroxilanas das espécies arboreas hardwood (PENA et al.,
2016). Especificamente, as hemiceluloses GAX apresentam composi¢do quimica da cadeia
principal idéntica as GX, sendo que a diferenca essencial entre GAX e GX, ¢ a presenca de

residuos de arabinose na hemicelulose GAX (SCHELLER et al., 2010) (Figura 1.10).
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Figura 1.10 Estrutura quimica da GAX
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A lignina ¢ um polimero natural de estrutura complexa (Figura 1.11). Esta estrutura
complexa ¢ composta por subunidades deste polimero que se ligam entre si por ligagdes do
tipo éter e entre carbonos (HALPIN et al., 2019; HATCHFIELD et al., 2019). A lignina esta
comumente associada a carboidratos estrurais como as hemiceluloses (RALPH; LAPIERRE;
BOERJAN, 2019). No caso das gramineas, os acidos hidroxicindmicos (cumarico e feralico)
realizam a ligacdo entre a lignina e as hemiceluloses (RALPH; LAPIERRE; BOERJAN,
2019). O acido fertlico se associa a lignina por meio de ligagdes éter, enquanto que este acido

se associa as hemiceluloes por ligagdes éster (RALPH; LAPIERRE; BOERJAN, 2019).
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Figura 1.11 Estrutura complexa da lignina em diversas grupos vegetais. a) Giminosperma. b)
Angiospermas e ¢) Monocotiledoneas

(@ e (b) ether (g-O-4 ©
phenyicoumaran (g-5)
resinol (g-g) M
tetrahydrofuran (g—§)
dibenzodioxocin (5-5/4-O-8)
biphenyl ether (5-0-4)

spirodienone (g—1)

o~ G/
o
A~ OMe

‘/G\J \ . 18] OH
Gimnospermas

x
o
3
E
"Moo

S P HOTYY” OMe FA ferulate
; s Ac acetate -
L _om L T tricin Ho—

= - ar™ Monocotiledéneas .. (s Op°
; :
- Angiospermas

ﬁ}_" G- Guaiacila
“* "=G/ H.p Hidroxifenila
W owg. Siringila

Fonte: Adaptado de Ralph; Lapierre; Boerjan (2019)

2.3.2 Recalcitrancia da Biomassa Lignocelulésica e Pré-tratamento Quimico

Os hibridos de cana-de-actcar conhecidos como canas-energia possuem maior
potencial de producao de etanol celuldsico em comparagdo aos hibridos desenvolvidos para a
produgdo de acticar-etanol devido a maior producdo de biomassa lignocelulésica (KIM; DAY,
2011; LOUREIRO et al., 2011). No entanto, a produgdo de etanol celulosico oriunda de
hibridos ricos em sacarose ou hibridos cana-energia possui ineficiéncias devido a
recalcitrancia da biomassa do bagago (SCORDIA; COSENTINO; JEFFRIES, 2010;
REZENDE et al., 2011). O pré-tratamento da biomassa ¢ uma estratégia para aumentar a
eficiéncia da conversdo da fracdo polissacaridica do bagaco em mondmeros (CHEN; YE;
SHEEN, 2012; LAURITO-FRIEND et al., 2015).

O pré-tratamento quimico da biomassa diminui a recalcitrancia da parede celular a
digestdo enzimadtica a partir da desconstru¢do parcial da matriz lignocelulosica, incluindo o

fracionamento de hemiceluloses, celulose e lignina (WYMAN et al., 2005; KUMAR et al.,
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2009). Os processos de pré-tratamento podem ser essencialmente divididos em alcalinos ou
acidos. Os processos alcalinos alteram a matriz lignoceluldsica devido a degradacdo da
lignina, a solvatacao parcial da hemicelulose, ¢ a eventual descristalizacao da celulose (LAM
et al.,, 2003; GUPTA; LEE, 2010). Os pré-tratamentos acidos promovem a hidrolise e
dissolucdo das hemiceluloses, praticamente sem remover lignina (HUBBELL;
RAGAUSKAS, 2010; CHEN; YE; SHEEN, 2012).

O teor de lignina ¢ um dos parametros mais importantes para a recalcitrincia da
biomassa em diversas espécies vegetais, incluindo gramineas, como a cana-de-aglcar € o
sorgo (GRABBER, 2005; PAULY; KEEGSTRA, 2008; DIEN et al., 2009). A remocao da
lignina aumenta a exposicao da celulose ao ataque enzimatico. Especificamente, a remocao da
lignina aumenta a eficiéncia da hidrdlise enzimatica devido ao aumento na porosidade da
parede celular e a reducao da adsorcao de enzimas hidroliticas junto a lignina (YANG et al.,
2006; ROLLIN et al., 2011). A recalcitrancia enzimatica da biomassa ¢ o acesso de enzimas
hidroliticas a celulose também sdo afetados pela barreira estrutural promovida pelas
interacdes quimicas entre as GAX’s e o 4acido fertlico e entre as GAX’s e a lignina
(RANCOUR et al., 2015). As cadeias GAX’s se unem aos acidos feralicos por meio de
ligacdes éster entre os residuos de arabinose e as moléculas de acido fertilico (GRABBER,
2005). A associacdo entre as cadeias GAX’s e a lignina ocorre por meio de duas ligagdes
quimicas pouco frequentes, a primeira une os residuos de arabinose junto aos acidos ferulicos,

e a segunda, une os acidos fertlicos a lignina (GRABBER; RALPH; HATFIELD, 1998).

2.3.3 Recalcitrancia da Biomassa Lignocelulésica e Desenvolvimento Vegetativo

A genOmica funcional e a resultante matriz quimica da biomassa lignoceluldsica em
funcdo do estagio de desenvolvimento vegetativo do entrend foi descrita para 2 hibridos de
cana-de-agucar contrastantes para o teor de lignina (BOTTCHER et al. 2013). Este trabalho
evidenciou que o teor de lignina aumenta progressivamente até o sexto entrend contado a
partir do apice. Os entrenos com idade vegetativa mais avangada em comparagdo ao entrend
6, apresentam incrementos minimos no teor de lignina.

As dinamicas de acumulo de sacarose e lignocelulose foram descritas
simultaneamente em relagdo ao estagio de desenvolvimento do entrend (EDE) para 5
cultivares de cana de agucar (LINGLE; THOMSON, 2012). Em contraste ao trabalho de
Bottcher et al., (2013), os dados de Lingle e Thomson (2012), indicam um aumento

progressivo e significativo no teor de lignina em relagdo ao EDE a partir do entrend 6. Lingle
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e Thomson (2012), demonstraram que o teor de sacarose aumenta progressivamente durante o
desenvolvimento vegetativo dos entrends. No entanto, ndo detectaram diferencas
significativas no teor sacarose a partir do entrend 9.

Poelking et al. (2015) avaliaram a deposi¢cdo de lignocelulose nas regides do cortex e
medula ao longo do caule de 2 exemplares do género Saccharum. Tanto o exemplar ancestral,
Saccharum spontaneum, como o hibrido comercial com aptiddo para producdo de agtlicar e
etanol de primeira geragdo, RB867515, apresentaram similaridades no perfil de deposicao de
lignina. Especificamente, o aumento progressivo no teor de lignina em relagdo a idade
vegetativa do entrend caracterizou o aumento da lignificagdo das paredes das fibras do
esclerénquima para os dois gendtipos.

Brienzo et al. (2016) também avaliaram a deposi¢do e a distribui¢do de lignina em
entrenos de cana-de-actcar. No entanto, os autores discutiram essencialmente as diferencas de
recalcitrincia entre os nos e os entrends dos caules cultivados durante 6 meses.
Especificamente, ndo existem grandes diferencas de recalcitrancia entre o n6 e o entrené nao
expostos ao pré-tratamento quimico. No entanto, os entrends expostos ao tratamento acido e
alcalino apresentaram menor recalcitrancia a hidrolise enzimatica em comparag¢dao aos noés
tratados quimicamente. Os autores sugerem que as diferengas na recalcitrancia entre no e
entrend tratados quimicamente sdo devido as diferencas no numero de aglomerados

vasculares e ao teor de lignina entre essas regides.

2.3.4 Desconstrucao Enzimatica da Fracao Polissacaridica da Biomassa

A hidrdlise enzimatica ¢ um processo efetivo de conversio da biomassa
lignoceluldsica pré-tratada quimicamente em produtos de maior valor agregado. Esta
conversao consiste na hidrélise da celulose e hemicelulose em mondmeros (DING et al.,
2012; VAN DYK; PLETSCHKE, 2012). A conversdo da celulose em monoémeros de glicose
ocorre devido a agdo principal de 3 tipos de enzimas hidroliticas: endo-(1,4)-3-glucanases,
celobiohidrolases e S-glucosidases. As enzimas hidroliticas podem ser auxiliadas por enzimas
acessorias como as oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs) e de swoleninas; tanto as
oxigenases com as swoleninas desestruturam os cristais de celulose (KUMAR; MURTHY,
2013; SEGATO et al., 2014).

As hemiceluloses também s3o degradadas por enzimas hidroliticas, como as xilanases
e enzimas que atuam nos grupos pendentes (SEGATO et al., 2014; MOREIRA; FILHO,

2016). Existem também diversas enzimas que ajudam na desconstru¢do da hemicelulose
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como: arabinofuranosidases, glucuronosidases, acetil esterases, e feroloil esterases. Beta-
xilosidades também participam deste processo degradativo das hemiceluloses, pois hidrolisam
a xilobiose gerada pela acao da xilanases.

O sucesso da industrializagdo da conversdo da biomassa lignocelulosica, priorizando a
utilizagdo da celulose, hemicelulose ou lignina, dependerd de processos quimicos e
bioquimicos com alta eficiéncia de desconstrucdo da matriz lignocelulésica (COSGROVE;
JARVIS, 2012; DE MARTINI et al., 2013, SUHARDI et al., 2013). Para a cana-de-agucar, a
industrializacdo da conversdao do bagaco em produtos de alto valor agregado poderia
incorporar a produgdo de agucar-etanol proveniente da sacarose. O desenvolvimento de
hibridos de Saccharum com aptidao dupla: producdo de sacarose e acimulo de biomassa com
baixa recalcitrancia poderia ser o primeiro passo em dire¢do a industrializagdo da conversao

do bagaco.

2.4 Analise Multivariada Aplicada a Sintese da Biomassa Lignoceluldsica

A caracterizagdo da composicao quimica e da metaboldmica da sintese de polimeros
majoritarios que compdem a biomassa lignocelulosica comumente descrevem a variavel de
interesse em fun¢do de inumeras varidveis independentes (YANG et al., 2019).
Especificamente, a variavel de interesse, como o teor de lignina; ou o teor de &cidos
hidroxicinamicos, ou até mesmo o nivel de expressao de genes da familia PAL que atuam nas
primeiras etapas da sintese de monolignodis que compdem a lignina, ¢ descrita em fungdo de
inimeras variaveis independentes, como o tipo de hibrido ou cultivar, e até mesmo o estagio
de desenvolvimento vegetativo (BOTTCHER et al., 2013). Portanto, a caracterizagdo da
composi¢ao quimica da biomassa ¢ da metabolomica da sintese da parede celular envolvem
cenarios complexos que podem ser constituidos por diversas variaveis independentes.

A andlise de variancia (ANOVA) ¢ uma técnica utilizada quando uma variavel ¢
analisada em funcdo de diversos fatores (BRADY et al., 2015). Na ANOVA, a descri¢ao da
variavel dependente pode incoporar inimeras relagdes entre as variaveis independentes. No
entato, a utilizagdo desta estratégia, nao permite discriminar de maneira simples e clara o
efeito que cada variavel indepentende apresenta sobre a variavel de interesse (BRADY et al.,
2015). Em contraste as inimeras formas de ANOVA, a analise multivariada dos dados por
meio da andlise de componentes principais (PCA), permite analizar de forma clara e
visualizar a correlagdo entre as varidveis independentes ¢ os efeitos dessas variaveis sobre a

variavel resposta (JOLLIFFE; CADIMA, 2016).
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2.5 Consideracoes Finais Sobre a Revisao Bibliografica

Os trabalhos e os estudos discutidos anteriormente sdo essenciais para o entendimento
de diversas areas do conhecimento que estdo intrinsicamente ligadas a este estudo.
Especificamente, a composi¢do quimica da biomassa de determinada regido ou 6rgao de uma
graminea sofre grande influéncia do estagio de desenvolvimento vegetativo e da densidade e
heterogeneidade de células. Em adicdo a esses dois fatores, a composicdo quimica da
biomassa também pode ser alterada por meio da manipulagdo da expressao de diversos genes,
incluindo genes que sintetizam componentes majoritarios da parece celular secundaria das
células vegetais, como a celulose, a hemicelulose e a lignina. O tratamento quimico apesar de
custoso possibilita o ato de desembaracar a biomassa, ou seja, o ato de fracionar a
lignocelulose em seus polimeros majoritarios para producdo de compostos de alto valor
agregado. Por fim, existe uma expectativa que o setor sucroalcooleiro possua novas direcoes
além do encargo de produzir: aglcar, etanol e energia elétrica. A integracdo de estratégias
agrondmicas, gendmicas e bioquimicas certamente possuem a capacidade de reinventar o

setor sucroalcooleiro.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese foi avaliar o processo de acimulo de sacarose e de
biomassa lignoceluldsica ao longo do processo de desenvolvimento dos entrends de cana-de-
acucar, correlacionando os dados com a digestibilidade in vitro das amostras analisadas. Em
funcdo desta abordagem pretendeu-se identificar gendtipos de cana-de-aglicar que possuem
elevados rendimentos de sacarose e, simultaneamente, baixa recalcitrancia da fragao

lignocelulosica.

Para atingir este objetivo foram executadas as seguintes etapas:

- Plantio e monitoramento de hibridos experimentais de cana de agucar até que atingissem a
maturidade;

- Amostragem de 4 diferentes hibridos de cana de agucar no sentido de recolher entrends que
representassem estagios progressivos de desenvolvimento;

- Avaliagdo micrscopica dos entrenos a fim de avaliar a formagao dos tecidos € o acumulo de
biomassa;

- Determinagdo dos teores de sacarose, de biomassa lingoceluldsica e da composicdo dos
componentes da biomassa lignocelulosica;

- Determinagao da digestibilidade in vitro das fragdes lignocelulodsicas;

- Avaliagcao de correlagdes entre os diferentes estagios de desenvolvimento, a composicao

quimica da fragdo lignoceluldsica e a digestibilidade in vitro.
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Capitulo 2
4 ARTIGO CIENTIFICO I “Sucrose content, lignocellulose accumulation and in vitro
digestibility of sugarcane internodes depicted in relation to internode maturation stage and

Saccharum genotypes”

Este capitulo corresponde a versdo em portugués do artigo originalmente intitulado
“Sucrose content, lignocellulose accumulation and in vitro digestibility of sugarcane
internodes depicted in relation to internode maturation stage and Saccharum genotypes” de
autoria de Daniel Collucci, Raphael CA Bueno, Adriane MF Milagres, André Ferraz. O artigo
foi publicado no periddico Industrial Crops & Products 139 (2019) 111543.

Resumo

Hibridos comerciais de Saccharum adquiriram varias caracteristicas por meio do
melhoramento genético, incluindo, elevada producdo de sacarose e lignocelulose.
Recentemente, o setor sucroalcooleiro e as biorefinarias projetadas para a producdo de
combustiveis e compostos quimicos de alto valor agregado a partir da biomassa incentivaram
novos esforcos para o desenvolvimento de genotipos de cana-de-agiicar com alto teor de
sacarose e baixa recalcitrancia de lignocelulose. O presente estudo utilizou 4 hibridos
experimentais de cana-de-agucar desenvolvidos dentro do contexto das novas perspectivas de
utilizacao da biomassa do bagago de cana para avaliar as dindmicas de acimulo de sacarose ¢
lignocelulose, composi¢ao quimica da lignocelulose e a digestibilidade da biomassa dos
entren6s. Durante os estdgios de maturagdo dos entrends, o teor de sacarose aumentou
enquanto a fragcdo lignoceluldsica apresentou aumento de lignina e redugdo no teor de
glucanas. A digestibilidade enzimadtica e o teor de lignina exibiram um padrdo inversamente
relacionado, especificamente, a digestibilidade do primeiro entren6 foi duas vezes maior em
comparag¢do aos entrenos maduros, indicando que a digestibilidade diminui significativamente
devido a maturagdo dos entrenos e a lignificacdo dos tecidos. Os hibridos de cana-de-acticar
H89 e H58, combinaram caracteristicas fenotipicas desejaveis da cana de agucar (alto teor de
sacarose ¢ baixa recalcitrancia da biomassa) nao detectadas nos hibridos H140 e H321.
Marcadores moleculares especificos para discriminar essas caracteristicas poderiam auxiliar
no desenvolvimento de genétipos de cana-de-agucar com aptiddo dupla, ou seja, alto

rendimento de sacarose e baixa recalcitrancia de lignocelulose
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Introducao

O sucesso da industrializacao da conversao da biomassa em polimeros majoritdrios como a
celulose, hemiceluloses e lignina, depende de pré-tratamentos quimicos economicamente
viaveis e da conversdo eficiente desses polimeros majoritarios em combustiveis e produtos
quimicos de alto valor agregado (GUO; SONG, 2019; HOLVERDA et al., 2019). A maior
parte da biomassa vegetal disponivel para o bioprocessamento esta contida nas paredes
celulares secundarias das plantas vasculares (YANG et al., 2013). Estas paredes celulares sao
recalcitrantes a biodegradagdo ou a digestdo enzimadtica in vitro devido a ultraestrutura
quimica complexa (HIMMEL et al., 2007; DING et al., 2013). Diversos estudos revelaram
que a solubilizacdo de polissacarideos in vitro requer inimeras etapas, incluindo o pré-
tratamento quimico e a digestdo enzimatica (PETRIDIS; SMITH, 2018; HOLVERDA et al.,
2019). A desconstrugdo das paredes celulares das plantas ¢ facilitada quando os teores de
lignina e xilana sdo baixos (JUNG, 2012; COSTA et al., 2013; DING et al., 2013; SANTOS
et al., 2018), enquanto altos teores de celulose e glucanas de ligacdo mista (B-1, 4 e B-1), e
baixa cristalinidade da celulose aumentam a digestibilidade (VEGA-SANCHEZ et al., 2013;
COSTA etal., 2016).

Em gramineas, a recalcitrancia da parede celular aumenta durante o desenvolvimento
vegetativo da planta e devido a matura¢do dos tecidos. Essencialmente, a recalcitrancia da
parede celular aumenta devido ao processo de lignificagdo (JUNG; CASLER, 2006; CROWE
et al., 2017). Durante o desenvolvimento vegetativo, algumas gramineas, como a cana-de-
acucar e o sorgo, acumulam carboidratos estruturais e ndo-estruturais (especialmente a
sacarose) em altas concentragdes (LINGLE; THOMSON, 2012; MCKINLEY et al., 2018). O
acimulo desses carboidratos nessas plantas ¢ uma caracteristica desejada para a produgdo de
combustiveis de primeira e segunda geracao (MENDES et al., 2017; MULLET, 2018). No
entanto, o acumulo de sacarose e a lignificagdo das paredes celulares secundarias sao
processos que ocorrem simultaneamente. O acumulo de sacarose ocorre nas células do
parénquima, enquanto que a maior parte da lignina acumula-se nas paredes celulares
secundarias das fibras do esclerénquima e dos vasos xilematicos. Ambos 0s processos
ocorrem durante a maturagdo dos entrenos (LINGLE; THOMSON, 2012; LI et al., 2018). Por
exemplo, genes associados a sintese de lignina sdo altamente expressos durante a maturacao,
especialmente, em hibridos de cana-de-agucar com alto teor de fibras (BOTTCHER et al.,

2013; KASIRAJAN et al., 2018).
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A cana-de-aguicar serve como uma planta-modelo para a avaliacdo do actimulo de
sacarose simultaneamente a evolucdo da recalcitrancia das paredes celulares secunddrias.
Hibridos experimentais de cana-de-actcar desenvolvidos pela Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA) possuem caracteristicas contrastantes
na composi¢ao quimica da biomassa do bagago que oferecem uma janela de oportunidades
para caracterizar a avaliagdo da recalcitrancia junto ao processo de acumulo de sacarose
(WACLAWOVSKY et al., 2010; LOUREIRO et al., 2011; MASARIN et al., 2011; SILVA,
2017). A maioria dos hibridos comerciais de cana-de-aclicar apresentam alto acimulo de
sacarose, alta produtividade de campo, resisténcia a pragas e a periodos de estiagem
(LAKSHMANAN et al., 2005; WACLAWOVSKY et al., 2010; LOUREIRO et al., 2011;
TAVARES et al., 2018). Esfor¢os recentes resultaram no desenvolvimento de hibridos de
cana-de-agiicar com caracteristicas orientadas para atender a tradicional e as novas
necessidades do sector sucroalcooleiro, como a conversao da lignocelulose do bagaco da
cana-de-agucar em produtos quimicos e etanol celuldsico (MASARIN et al., 2011; LAURITO
et al., 2015; SILVA et al., 2017; MENDES et al., 2018). No entanto, até¢ o presente momento
(final da década de 2010) nao existem genotipos comerciais de cana com aptidio para a
produgdo de sacarose e acimulo simultdneo de biomassa com baixa recalcitrancia.

Um dos primeiros estudos associando os estagios de desenvolvimento vegetativo da
cana com a digestibilidade in vitro da fracdo lignoceluldsica comparou espécies ancestrais de
cana-de-agucar (Saccharum spontaneum) com hibridos comerciais desenvolvidos para o
acumulo de elevadas concentracdes de sacarose (POELKING et al., 2015). Amostras do
bagago desses 2 hibridos foram pré-tratadas com &cido diluido e digeridas com enzimas
hidroliticas. A digestibilidade méaxima foi encontrada nos entrenods intermedidrios. Esses
resultados sdo contrastantes em comparagdo aos resultados reportados para outras gramineas
C4 como o milho e espécies do género Panicum. Especificamente, amostras ndo pré-tratadas
quimicamente de milho (JUNG; CASLER, 2006) e amostras pré-tratadas quimicamente com
acido diluido de Panicum maximum (CROWE et al., 2017) apresentaram alta digestibilidade
nos entrends mais jovens.

O presente trabalho considerou a hipotese de que hibridos de cana-de-ag¢ticar poderiam
atingir altos teores de acimulo de sacarose antes das paredes celulares secundarias se
tornarem completamente desenvolvidas e lignificadas. A existéncia dessas caracteristicas
abriria novas perspectivas para o melhoramento de plantas visando alta producdo de sacarose
e lignocelulose com baixa recalcitrdncia. O caule da cana ¢ composto por entrends em

estagios de maturagdo sucessivos e contrastantes em relacdo a composi¢do quimica da



36

biomassa. Este estudo caracterizou o acumulo de sacarose, a composi¢do quimica de
lignocelulose e a digestibilidade enzimatica da fragdo lignoceluldsica ao longo do caule de 4
hibridos experimentais de cana-de-acucar. Os dados deste estudo indicaram que ao longo da
maturacdo dos entrends, os teores de sacarose aumentaram, enquanto a fracdo de
lignocelulose apresentou aumento de lignina e diminui¢do do conteudo de glucanas. A
digestibilidade enzimatica e o teor de lignina exibiram padrdes inversamente relacionados.
Dentre os hibridos avaliados, alguns exemplares combinaram as caracteristicas desejaveis a
utilizacdo da biomassa para a producdo de biocombustiveis e compostos de alto valor
agregado como o alto teor de sacarose e a baixa recalcitrancia da lignocelulose a hidrolise

enzimatica.

Materiais e Métodos

Hibridos de cana-de-aciicar e amostragem da biomassa

Hibridos experimentais de cana-de-aciicar (n=4) foram amostrados do campo
experimental do Departamento de Biotecnologia da Universidade de Sao Paulo, Escola de
Engenharia de Lorena, Lorena, SP, Brasil (22°43°51°" S, 45°07°29 W). O campo
experimental continha um total de 15 gendtipos diferentes, plantados em linhas de 0,6m x 1m
com espacamento de 3m x 2m entre os hibridos. As amostras deste estudo correspondem aos
caules cana soca de 1 ano de idade coletados em maio de 2016. Especificamente, dois dos 15
gendtipos foram selecionados com base em seus baixos teores de lignina (H89 e HSS),
contrastando com o gendtipo H140, que apresentava o maior contetido de lignina entre os
gendtipos. O gendtipo H321 foi selecionado devido ao maior teor de hemiceluloses em
comparacao aos demais hibridos (MASARIN et al., 2011).

As amostras (n=3) selecionadas de cada gendtipo apresentavam caules de altura e
diametro semelhantes. Apds o corte no campo, as folhas foram removidas para a identificagdo
dos entrends jovens que se encontram protegidos pelas folhas do 4pice do caule. O primeiro
entrenod, identificado como Il correspondeu ao primeiro entrend, a partir do qual, nos
superiores e inferiores a I1 podiam ser claramente identificados (Figura 2.1). Cada entreno
desde o apice até a base do caule foram amostrados. O niimero total de entrenés amostrados
foram 13, 15, 19 e 19 para H89, H58, H321 e H140, respectivamente. No entanto, alguns
caules apresentaram até 24 entrends. Apos amostragem, duas secgdes de 6mm de

comprimento foram cortadas da regido média do entrend e separadas para analise
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microscopica. O material remanescente foi usado para a determinacdo dos teores de sacarose
e biomassa lignoceluldsica, composi¢do quimica e digestibilidade enzimatica. Todas as

amostras foram armazenadas em sacos plasticos a -18°C até serem utilizadas.

Figura 2.1 Identificacdo do primeiro n6 completamente definido apds a remogao das folhas do apice
do caule. O primeiro entrend correspondeu a regido em que os nds superiores ¢ inferiores foram
claramente identificados.

Primeiro né completamente definido

Primeiro entrené amostrado

Fonte: Arquivo pessoal.

Determinacao dos teores de sacarose e fibras

Os entrents foram descongelados a temperatura ambiente e pesados (cana in natura)
apos a remog¢do do excesso de umidade condensada na superficie. As amostras foram
trituradas em um liquidificador com 400 mL de H,O durante 5 min. Os s6lidos foram retidos
em um filtro de malha de nylon de 200 mesh, ¢ a fracdo liquida foi reservada para
determinagdo de sacarose. O procedimento de remocao de sacarose dos entrends foi repetido
3 vezes e as fracdes liquidas foram combinadas. A sacarose foi determinada na fragdo liquida
combinada utilizando um HPLC acoplado a uma coluna HPX87C (BioRad, Hercules, CA)
mantida a 85°C e eluida a 0,6 mL/min com 4gua destilada.

A biomassa lignocelulodsica (fibras) correspondeu ao total de sélidos retidos apos a
extracdo da sacarose. A biomassa lignoceluldsica foi seca a temperatura ambiente

previamente a pesagem. Subamostras da biomassa foram utilizadas para a determinagdo de
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umidade utilizando um determinador de umidade Shimadzu MOC-120H (Shimadzu, Japao).
O peso seco foi calculado e a biomassa lignocelulésica foi expressa como g de solidos secos /
100 g de cana fresca. A biomassa lignocelul6sica seca ao ar foi moida em um moinho tipo
Wiley acoplado a uma malha de 0,84 mm. As amostras moidas foram utilizadas para a
determina¢do da composi¢do quimica e a digestibilidade in vitro. Os extrativos e os
componentes majoritdrios da parede celular foram determinados segundo Masarin et al.,

(2011).

Digestibilidade enzimatica in vitro da lignocelulose

A biomassa lignoceluldsica foi digerida com um coquetel enzimatico celulolitico
(Cellic Ctec2 - SAE0020, Sigma-Aldrich, Brasil). Aproximadamente 20 mg de biomassa
foram depositadas no interior de tubos criogénicos de 2 mL contendo 900 pl de uma solugdo
tampao de acetato 50 mM + 0,01% de azida sédica. Apds aproximadamente 12 horas de
impregnacao, 100uL do coquetel enzimatico celulolitico diluido foi adicionado. A razdo entre
enzimas e biomassa correspondeu a 10 FPU/g de substrato. Os frascos foram incubados a
temperatura de 45 °C sob agitacao de 120 rpm por até 72 h. As amostras retiradas dos tubos
criogénicos foram diluidas e analisadas para determina¢do do contetdo de glicose e xilose por
HPLC utilizando uma coluna HPX-87H (BioRad, Hercules, CA) mantida a 45 °C e eluida
com 0,6 mL/min de solugao de H,SO4 SmM. Os agucares foram detectados em um detector de

RI termocontrolado a 35 °C (Waters, Milford, MA) (MASARIN et al., 2011).

Dimensionamento celular microscépico

Fragmentos longitudinais de aproximadamente 6mm de comprimento ¢ Imm de
diametro foram seccionados de cada entrené com uma lamina de barbear. Os fragmentos
foram amostrados a uma distancia de 8mm da regido mais externa do entrend em dire¢ao a
medula (COSTA et al., 2013). Cada fragmento foi fixado em resina epdxi e cortado
transversalmente em fatias de 1um de espessura com auxilio de um ultramicrotomo LEICA
EM-UC7 (Leica Biosystems, Alemanha) equipado com uma faca de diamante (4mm-Histo,
Diatome, Hatfield, PA), conforme descrito por Costa et al., (2013). As fatias foram
observadas em um microscopio OLYMPUS BX53 (Olympus, Japao). As dimensdes celulares
foram anotadas com o auxilio do software CellSens (Olympus, Japao). As areas das células do

parénquima e dos aglomerados vasculares foram determinadas como ilustrado na Figura 2.2.
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A espessura das paredes das células das fibras foi medida usando o software CellSens. Pelo
menos 20 células de parénquima e fibras foram avaliadas em cada amostra e utilizadas para
calcular os valores médios. No caso dos aglomerados vasculares, apenas 2 ou 3 feixes foram
visualizados em cada amostra e usados para determinar valores médios para cada hibrido-

entreno.

Figura 2.2. Imagem microscopica tipica da regido do cortex do entrend da cana ilustrando as areas de
uma célula do parénquima e do aglomerado vascular

Fonte: Arquivo pessoal

Analise Estatistica

Os dados para os teores de sacarose e fibras, dimensdes microscopicas celulares,
composicdo quimica da biomassa e digestibilidade in vitro foram avaliados (n=3) para os 4
genoétipos de cana-de-agucar. Os dados analiticos foram obtidos a partir de analises em
triplicatas. Cada conjunto de dados passaram por um teste de distribuicdo normal e os desvios
padrdo foram determinados. As médias estatisticas foram comparadas no seguinte conjunto de
dados: 4 genotipos, 3 caules de cada genotipo, e 3 (I1, IS5, I11) ou 4 (I1, I3, I5, I11) entrends.
Os dados foram analisados por testes de Tukey, utilizando-se P <0,1 (HYNES et al., 2013).
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Resultados

Actimulo de sacarose e lignocelulose em func¢ao do estagio de maturaciao do entrend

O acumulo de sacarose ¢ biomassa, a anatomia das células parenquimaticas ¢ dos
aglomerados vasculares, a composi¢do quimica da parede celular e a digestibilidade in vitro
dos 4 hibridos de cana-de-acticar foram avaliados em funcao dos estagios de maturacido dos
entrends. Os entrends foram amostrados progressivamente do dpice em direcdo a base do
caule, sendo que esta sistematica permitiu a representagdo dos diferentes estidgios de
desenvolvimento vegetativo dos entrenés (LING; THONSON, 2012; BOTTCHER et al.,
2013; POELKING et al., 2015).

As caracteristicas avaliadas para cada hibrido estao resumidas na Tabela S1. Em geral,
os exemplares de cana-de-aclcar apresentaram alturas de caule variando entre 1,9 a 2,5m,
contendo 18 a 24 entrends. Os entrends jovens coletados no dpice do caule, como o entrend
I1, apresentaram comprimento (4,2-7,6cm) e peso (19-33g cana in natura), inferiores aos
entrends maduros coletados na regido mediana-basal do caule da cana (entrené I11). O
entreno 11 apresentou comprimento entre 10,4-13,3cm e peso ao redor de 72-80g de cana in
natura. Os hibridos H89, H58, H321 e H140 apresentaram didmetros médios dos entrends de
2,4,2,6,3,3 e 2,8cm, respectivamente.

O padrao de acamulo de sacarose nos entrenos foi similar para todos os hibridos.
Essencialmente, o teor de sacarose aumentou rapidamente do entrend Il para 15, com
incrementos menores até o I11 (Figura S1 e Figura 2.3). Quando disponiveis, os entrenos 13
também foram avaliados quanto a sacarose e teores de biomassa lignoceluldsica; no entanto,
os valores médios ndo diferiram significativamente do entrend 111, sugerindo que todos os
entrends a partir do 111, podem ser caracterizados como entrends maduros, ou seja,
representam a regido madura do caule. O teor de sacarose detectado no entrend I11 nos
diferentes hibridos apresentou baixa variabilidade (16,1% em H89 a 18,7% em H58) e seguiu
o mesmo padrdo anteriormente relatado para o conjunto de todos os entrends existentes nos
caules desses hibridos (MASARIN et al., 2011).

Em contraste com o acumulo de sacarose, o conteido de biomassa lignoceluldsica
aumentou ao longo dos entrends I1 a I11. Os gendtipos H140 e H321 exibiram o maior € o
menor conteido de fibra, respectivamente (Figura S1). A figura 2.3, ilustra os valores médios
de sacarose e da biomassa lignoceluldsica agrupados independente do hibrido; as linhas

pontilhadas indicam valores maximos € minimos identificados no conjunto de dados. O
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padrao de acumulo de sacarose e biomassa lignocelulosica nos hibridos sugerem que o
acimulo de sacarose nas células do parénquima precede o desenvolvimento completo das

paredes celulares secundarias nos feixes vasculares.

Figura 2.3. Teores de sacarose (circulos azuis) e biomassa lignocelulosica (triangulos vermelhos) em
relagdo a posi¢do do entrend no caule da cana. Os teores representam médias agrupadas dos hibridos
H89, H58, H321 e H140 para cada entrend. As linhas pontilhadas indicam os valores maximos e
minimos detectados nos hibridos em estudo. Dados independentes de cada um dos hibridos avaliados
podem ser visualizados na Figura S1
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A avaliacdo microscopica da regido do cortex dos entrends foi utilizada para
determinar as areas médias das células do parénquima e dos feixes vasculares, € para estimar
a espessura das paredes celulares secundarias das células das fibras (Figura 2.4). A area das
células do parénquima aumentou significativamente de I1 para I11 nos hibridos H58 ¢ H321.
Em contraste, ndo houve alteracdo significativa na area dos aglomerados vasculares ao longo
dos estagios de maturacdo dos entrends. A espessura da parede das células das fibras
aumentaram do entren6 I1 para I11. Esses resultados colaboram com o acimulo progressivo
de lignocelulose durante o desenvolvimento vegetativo do entrend. A maior parte do peso
seco da biomassa lignocelulosica observada nos entren6s de cana-de-agucar sdo atribuidos as
paredes das células da fibra presentes nos feixes vasculares. As células parenquimaticas,
apesar de grandes e numerosas, apresentam paredes celulares finas, e portanto, representam
uma pequena porcdo do peso seco da biomassa total (MOORE, 1987; BRIENZO et al.,
2016).
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Figura 2.4 Dimensoes celulares e teciduais da regido do cortex de 3 entrends em estagios diferentes
de maturacdo de 4 hibridos de cana-de-acicar. Amostras com as mesmas letras ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey com um nivel de significancia P <0,1
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Composicao quimica da lignocelulose

Os dados relativos aos principais constituintes da parede celular de cada hibrido estao
disponiveis na Figura 2.5, e os modelos de regressio descrevendo a relacdo entre a
composicdo quimica da biomassa em relagdo ao estagio de desenvolvimento vegetativo do
entreno, estdo disponiveis no material suplementar Figura S2. Em geral, os hibridos exibiram
padrdes contrastantes de acimulo de lignina e polissacaridos estruturais. Os hibridos H89 e
HS58, apresentaram baixo teor de lignina total, no entanto, alta taxa de acimulo de lignina do
entrend I1 para o I5. Nestes hibridos, a lignina acumulou na propor¢ao de 1,5% por entrend;
os teores iniciais estavam proximos a 11,9-12,3% no entren6 I1 e em torno de 19,6-20,5% no
entrend 15. Em contraste, o teor de lignina nos hibridos H321 e H140 aumentaram de forma
constante; a taxa de acumulo de lignina desses hibridos foi baixa, em torno de 0,5-0,6% por
entrend. No entanto, esses hibridos apresentaram teores iniciais de lignina altos, em torno de
15,8-16,6%; atingindo até mesmo valores maximos no entreno I11 em torno de 20,9-23,5%.

O teor de glucanas e xilanas apresentou um comportamento inverso a deposicao de
lignina. Especificamente, os teores de polissacarideos estruturais diminuiram ao longo do
desenvolvimento vegetativo e durante a maturagdo dos entrends (Figura 2.5). A diminui¢do na
proporc¢ao de polissacarideos estruturais na biomassa lignocelulosica, indica que as paredes
celulares tornam-se lignificadas ao longo dos diferentes estagios de desenvolvimento
vegetativo, ou seja, existe uma aumento na densidade e na espessura da parede celular devido
a deposicao de lignina. O efeito global da transi¢ao de tecidos jovens até os tecidos maduros
nos entrenés da cana-de-aciicar ¢ essencialmente a diminuicdo da propor¢do de
polissacarideos em relagdo a lignina. A comparagdo de entrends contrastantes para este
gradiente de teores de polissacarideos e lignina, demonstra que o entrend I1 contém uma
menor quantidade de tecidos lignificados, enquanto 111 representa um entrené completamente

maduro, ou seja, completamente lignificado.
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Figura 2.5.

Composicao quimica da biomassa lignoceluldsica de 4 entrends em estagios diferentes de

maturagdo de 4 hibridos de cana-de-aguicar. Amostras com as mesmas letras ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey com um nivel de significancia P < 0,1

25 -

50 -
X 40
(72]
©
[

S
S 30
o

20
e
— 20
n
@

[
ko
< 15

10

25
<
z 2
[

o
-

15

10

H Entrend 1 Entrend 3 Entren6 5 mEntrend 11

ab ? f
] i | &fi i i igh%h[

H321 H140
Genotlpos de cana-de-agucar

m Entrend 1 Entrend 3 Entren6 5 mEntrend 11

[ ||”°|I ili

H321 H140
Genotlpos de cana-de-agucar

H Entrend 1 Entrend 3 Entren6 5 mEntrend 11

Cd ef
4 ef Cd dIe I
bc ab ab bC bc
| I

H321 H140
Genotlpos de cana-de-agucar

Fonte: Arquivo pessoal



45

Hidroélise Enzimatica

A digestao enzimatica in vitro das amostras (Figura S3) foi avaliada em intervalos de
tempo (4, 8, 24, 48 e 72h) para estimar as taxas iniciais de hidrolise, bem como a conversdao
de glucanas e xilanas ap6s um periodo de tempo de 72h (Figura 2.6). As taxas iniciais de
hidrolise de glucanas no I1 variaram entre 4,7 + 0,4%.h'1 para H140 a 7,6 + O,4%.h'1 para
HS89. Para esses hibridos, as taxas inicias de hidrolise de glucanas observadas para I1 e 111
foram 3,5 + 0,1%.h'1 e 6,1 £+ 0,5%.h'1, respectivamente. A cinética de hidrélise de xilanas
apresentou um comportamento similar a cinética de hidrodlise de glucanas (Figura S3).

As conversdes de glucanas e xilanas ap6s 72h de hidrolise enzimatica (Figura 2.6)
indicaram que a maior digestibilidade de glucanas foi observada nos entrends jovens e
diminuiram até I11(Figura 2.6A). Diferengas relevantes nas conversdes de glucanas e xilanas
foram detectadas entre os hibridos. Por exemplo, o I1 do H140 apresentou digestibilidade
similar ao I11 do H89. Os entrenés 11 dos hibridos com baixa recalcitrancia da biomassa a
hidrolise enzimatica, ou seja, os hibridos H89 e HS58, alcancaram conversdes de glucanas
proximos a 45% sem qualquer pré-tratamento quimico da fragdo lignoceluldsica. Os niveis de
conversdo de xilanas foram ligeiramente inferiores aos de glucanas; no entanto, apresentaram

um padrdo similar ao observado para a conversao de glucanas (Figura 2.6B).
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Figura 2.6. Conversdo de glucanas (A) e xilanas (B) ap6s hidrolise enzimatica in vitro de 4 entrends
em estagios diferentes de maturagdo de 4 hibridos de cana-de-agucar. Amostras com as mesmas letras
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com um nivel de significancia P < 0,1
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Os niveis de digestibilidade de glucanas dos entrends refletem os teores de lignina e de
glucanas. Um modelo de regressdo linear simples foi desenvolvido para descrever a
digestibilidade de glucanas dos entrendés em funcdo da composicao quimica. O modelo
considera a ultra-estrutura amplamente aceita das paredes celulares secundarias onde a
hemicelulose e a lignina encapsulam as microfibrilas de celulose, dificultando o acesso de
enzimas as cadeias de celulose (LOQUE; SCHELLER; PAULY, 2015; PETRIDIS; SMITH,
2018). A Figura 2.7A correlaciona a digestibilidade de glucanas em relacdo ao conteudo de

glucanas dividido pela soma dos teores de lignina e xilanas detectada em cada entrend.
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Correlagdes positivas podem ser observadas neste grafico, sugerindo que a digestibilidade
pode ser facilmente estimada com base na composi¢do quimica das amostras. O mesmo
modelo estatistico foi utilizado para predizer a digestibilidade de glucanas em um conjunto de
dados externo aos dados coletados neste estudo, incluindo amostras compostas da casca,
cortex e medula de entrends maduros de 6 hibridos de cana-de-agticar (COSTA et al., 2016).
As predi¢cdes foram robustas e ampliaram a capacidade do modelo em generalizar as
predicdes para novos dados (Figura 2.7B). Ambas as predicdes indicaram que a
digestibilidade de glucanas aumenta a medida que o teor de glucanas aumenta e o teor dos

componentes encapsuladores de glucanas, como a lignina e as xilanas diminuem.

Figura 2.7. Modelos de regressdes lineares simples e coeficientes de correlagdo que explicam os
niveis de conversdo de glucanas em funcdo do contetido de glucanas dividido pela soma de lignina e
xilana (A)
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Discussao

A digestibilidade de glucanas e xilanas diminuiu significativamente devido a
maturacdo dos entrends. Estes resultados estdo em sintonia com estudos conduzidos com
outras gramineas C4, como por exemplo, amostras ndo pré-tratadas quimicamente de milho
(JUNG; CASLER, 2006) e amostras pré-tratadas quimicamente com acido diluido de espécies
do género Panicum (CROWE et al., 2017). No entanto, os resultados do presente estudo
diferem dos dados relatados para a cana-de-agucar pré-tratada com acido (POELKINGS et al.,
2015). No trabalho de Poelkings e colaboradores, os entrenos de cana foram amostrados de
uma espécie ancestral do género Saccharum e de um hibrido moderno com aptiddo para
producdo de agucar e etanol de primeira geragdo. O pré-tratamento com acido pode induzir
alteragdes significantes na biomassa lignocelulosica, como a remocdo de xilanas, alteracdes
estruturais na lignina, e deslocamento espacial da lignina nas paredes celulares (DONOHOE
et al., 2008). E provavel que o pré-tratameto acido utilizado por Poelkings et al. (2015) n3o
foi brando, e portanto, ndo produziu resultados similares aos descritos por Crowe et al.
(2017). Aparentemente, o efeito do estagio de maturacdo sucessiva dos entrends sobre a
digestibilidade enzimatica ndo foi observado devido ao efeito pronunciado do pré-tratamento
quimico.

A hipotese do presente trabalho consistiu na premissa de que pelo menos um dos
hibridos selecionados poderia apresentar acimulo elevado de sacarose e baixo padrao de
lignificacdo nos tecidos do entrend. Este perfil de maturacdo do caule poderia indicar
caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento de gendtipos de cana-de-agucar com alto
teor de sacarose e lignocelulose com baixa recalcitrancia. Essas caracteristicas foram
encontradas nos hibridos H89 e HS58. Apesar desses hibridos apresentarem uma rapida
lignificacdo dos entrenos (I1 a I5), os teores iniciais de lignina nos entrends jovens eram
menores em relagcdo aos niveis basais dos hibridos H321 e H140 (Figura S2).

Os entrends jovens dos hibridos H89 e HS58 apresentaram alta digestibilidade de
glucanas e xilanas sem qualquer pré-tratamento. Enquanto que os teores de sacarose atingiram
niveis proximos ao maximo em I5 (Figura S1). Estas caracteristicas contrastam com o H140,
que apresentou um numero de entrends jovens recalcitrantes significativamente maior em
relacdo aos demais hibridos (Figura 2.6). O conteudo de lignina foi significativamente menor
em Il e I3 em H89 e H58 em comparagdo a H140, enquanto que o teor de glucanas
apresentou um comportamento inverso (Figura 2.5). O teor de xilanas apresentou baixa

variabilidade para as amostras neste estudo.
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A existéncia de valores extremos no conjunto de dados contribuiu para evidenciar que
I1 de H140 (16,4% de lignina) apresentou digestibilidade de glucanas e xilanas inferiores a
I11 de H89 (18,7% de lignina). Este contraste entre os dois entrenos, indica que os niveis
iniciais de lignina possuem um maior potencial para determinar a recalcitrancia em
comparagdo ao progresso de lignificacdo durante a maturacao do entren6. Dados de estudos
anteriores corroboram com a premissa de que em adicdo a lignina, outras caracteristicas da
composicdo quimica da parede celular afeta a recalcitrancia (HIMMEL et al., 2007; COSTA
et al., 2013; DING et al., 2013; LOQUE et al., 2015; HOLVERDA et al., 2019).

Um modelo de regressao linear simples gerou resultados adequados para a predi¢do da
digestibilidade da biomassa lignocelulosica em fungdo do teor de glucanas divido pelo
somatorio dos teores de lignina e xilanas (Figura 2.7A). A alta capacidade preditiva deste
modelo pode ser atribuida a relagdo inversa entre o teor de glucanas e os teores de lignina e
xilanas ao longo dos estagios de maturagdo dos entrends. O conteido de glucanas nos
entrends representaram ndo s6 a celulose, mas também glucanas de ligagdo mista (um
polimero ndo ramificado de residuos de glicose com B-1, 4 e B-1, 3), que sdo facilmente
digeridas por coquetéis enzimaticos comerciais de celulase (VEGA-SANCHEZ et al., 2013;
COSTA etal., 2016).

Em resumo, os resultados deste trabalho permitiram a identificacdo de caracteristicas
fenotipicas desejaveis para o desenvolvimento de hibridos de cana-de-agucar com aptidao
dupla, ou seja, alto rendimento de sacarose e baixa recalcitrancia de lignocelulose.
Especificamente, essas caracteristicas foram identificadas nos hibridos H89 e H58. A
identificacdo de marcadores moleculares especificos para a essas caracteristicas (FERREIRA
et al., 2016; SILVA et al, 2017; TAVARES et al, 2018) poderiam ajudar no
desenvolvimento de hibridos de cana-de-agucar que combinem altos rendimentos de sacarose

e baixa recalcitrancia da lignocelulose.

Conclusoes

Nos hibridos experimentais avaliados houve acimulo rapido de sacarose do entreno I1
para IS5, enquanto que o acimulo de lignocelulose aumentou constantemente de I1 para I11.
Independente do genotipo, a digestibilidade diminuiu significativamente ao longo dos
estagios de maturacdo do entrend. O acimulo de sacarose e lignocelulose seguiram um padrao
similar entre os hibridos. No entanto, o processo de maturagdo dos entrends, como por

exemplo a lignificagdo do entrend, assim como o teor inicial de lignina nos entrenods jovens,
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diferiram entre os hibridos e resultaram em diferengas na recalcitrancia. Especificamente,
amostras em que a deposicdo de lignina comecou com niveis altos, resultaram em baixas
propor¢des de glucanas e alta recalcitrancia do entren6. No entanto, quando os teores de
lignina eram baixos, as amostras apresentaram baixa recalcitrancia € maior proporcao de
glucanas em comparagdo aos entrends recalcitrantes. O modelo de regressdo linear simples
conseguiu capturar essas informacdes e, portanto, apresentou robustez na predi¢do da
digestibilidade de glucanas em funcdo do teor de glucanas divido pelo somatdrio dos teores de

lignina e xilanas.
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Figuras e Tabelas Suplementares

Teores de sacarose, lignocelulose, digestibilidade in vitro de entrenés de cana-de-ac¢iicar
em relacio ao estagio de maturacio e a genétipos de Saccharum.

Tabela S1. Caracteristicas fenotipicas de 4 genotipos de cana-de-agtcar colhidos ap6s 12 meses de
rebrota (cana soca). Médias e desvios padrio foram calculados de 3 repeti¢des experimentais

Hibrido Alturado Numerode Posi¢cdo Comprimento Diametrodo  Entrend cana

caule (m)  entrends do do entrend Entreno in natura
entrend (cm) (cm) (2)
H89 1.9+£0.1 18+1 1 6.0+ 0.5 23+0.0 25+2
3 7.2+0.9 24102 366
5 8.6+ 1.0 24402 46 £ 4
11 13.3+1.8 25+0.2 72+5
H58 2.0+0.1 18+3 1 7.6+1.5 24+0.0 33+3
3 109+1.9 2.5+0.1 53+8
5 114+1.5 2.6+0.1 61+9
11 13.0+£2.8 2.8+0.1 72 £22
H321 2.5+0.1 24 +4 1 55+14 29+0.1 28+9
3 7.5+2.0 33+0.1 47+ 8
5 9.8+22 34+0.1 66 £ 12
11 10.4+£3.1 3.5+0.1 80 + 24
H140 2.3+0.1 22+2 1 42+09 25+04 19+5
3 56+1.0 3.0+0.1 29+8
5 88+1.5 3.0+£0.1 51+13
11 11.6+14 2.8+0.1 77+ 16

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura S1. Teores de sacarose e biomassa lignocelulosica de 4 genotipos de cana-de-agicar em
relacdo a estagios progressivos de maturagdo do entrend
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Figura S2. Composi¢do quimica da biomassa lignoceluldsica em fungdo de estdgios de maturagdo do
entrend de 4 hibridos de cana-de-actcar
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Figura S3. Cinéticas da conversdo de glucanas e xilanas durante a digestibilidade enzimatica in vitro
de entrends em estagios sucessivos de maturag@o de 4 gendtipos de cana-de-agucar
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Capitulo 3
5 ARTIGO CIENTIFICO II “Descrigio da composi¢io quimica e da digestibilidade in vitro
de amostras de cana-de-aglicar em estagios de desenvolvimento progressivos a partir da

analise multivariada de componentes principais”

Este capitulo corresponde ao manuscrito de um artigo cientifico intitulado: “Descri¢ao
da composicdo quimica e da digestibilidade in vitro de amostras de cana-de-acicar em
estagios de desenvolvimento progressivos a partir da andlise multivariada de componentes

principais” de autoria de Daniel Collucci e André Ferraz.

Resumo

A andlise de componentes principais (PCA) envolve a analise multivariada de dados e permite
identificar padroes de dados que se correlacionam, levando a identificagdo de caracteristicas
relevantes em um conjunto de amostras. No presente trabalho, caracteristicas quimicas de
amostras de entrends de 4 hibridos de cana-de-agucar representando estigios progressivos de
desenvolvimento de maturacao foram correlacionados com dados de digestibilidade da fracao
polissacaridica in vitro por meio do emprego de PCA. Os dados mostraram que o primeiro € o
segundo componentes principais explicaram juntamente proximo a 90% da variagdo no
conjunto de dados. O PCA permitiu analisar a relagdo entre as caracteristicas quimicas da
biomassa, os componentes principais, € os grupos (hibridos-entrenos) do conjunto de dados.
Os dados levaram a identificagdo e a segregracdo entre amostras de cana-de-agucar
provenientes dos 4 hibridos e 4 dos entrends em estdgios de maturacdo contrastantes e

progressivos.
Introducao

A andlise de componentes principais (PCA) ¢ uma técnica estatistica ndo paramétrica
utilizada para reduzir a dimensionalidade e obter informagdes de um conjunto de dados
(JOLLIFFE; CADIMA, 2016). O conjunto de dados ¢ comummente composto por p variaveis
numéricas e n grupos, de forma que, os valores dos dados definem p vetores n-dimensionais,
ou seja, uma matriz de dados n x p = X (JOLLIFFE; CADIMA, 2016). A extracdo da
informagdo do conjunto de dados por PCA come¢a com a reducdo da dimensionalidade,
essencialmente, a redu¢ao da dimensionalidade inicia-se pela identificacdo da combinagdo

linear das colunas da matriz X com variagcdo maxima (SALDARRIAGA et al., 2018).
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A reducdo da dimensionalidade nos dados ocorre simultaneamente a redugdo do
namero de atributos que apresentam correlacdo entre si (SALDARRIAGA et al., 2018). Este
processo busca reter a maxima variabilidade existente nos dados, porém restringe a avaliagao
das combinagdes lineares entre as variaveis, reduzindo assim o nimero de variaveis avaliadas.
Matematicamente, identificar a combinagdo linear com maxima variancia na matriz X, é o
mesmo que obter um vetor a de dimensdo p que maximiza a forma quadratica a’Sa; onde a ¢
um vetor de constantes, a;, a,, ....a,, ' indica a transposicao de vetores, ¢ S, ¢ a matrix de
covariancia dos dados (JOLLIFFE; CADIMA, 2016).

As combinagdes lineares que maximizam a varidncia do conjuntos de dados, sdo
comumente denominados de componentes principais (LI et al., 2013). Os componentes
principais ndo sdo correlacionados, e comumente, sdo ordenados de maneira que o primeiro
componente apresenta a maior variabilidade dos dados em comparacdo aos demais
componentes. A decomposicdo da matriz de covariancia dos dados em autovetores e
autovalores permite a representacdo da varidncia em um espaco n-dimensional e a
clusterizagdo dos dados em grupos com propriedades e caracteristicas similares (TAHIR et
al., 2013). Considerando que as analises multivariadas sao comumente empregadas para
descrever a variabilidade da varidvel dependente em funcdo de intmeras varidveis
independentes, o presente trabalho aplicou a técnica de PCA na clusterizagdo de hibridos de
cana-de-agiicar e entrendés em diferentes estdgios de maturagdo em fungdo de suas
caracteristicas fenotipicas relativas a composicao quimica e digestibilidade enzimatica de seus

polissacarideos.

Metodologia

Os dados referentes ao teor de fibras, a composicdo quimica da biomassa
lignoceluldsica e a digestibilidade in vitro de glucanas e xilanas foram as variaveis utilizadas
para agrupar hibridos de cana-de-aglicar e entrends em estdgios de maturagdo sucessivos €
contrastantes em fungdo de uma andlise de componentes principais. A metodologia relativa a
obten¢do da composicao quimica da biomassa e da digestibilidade enziméatica da biomassa
dos hibridos utilizados neste estudo estdo descritas em destalhes em COLLUCCI et al., 2019.
Dados referentes a composi¢do quimica incluiram os teores de lignina, glucanas e xilanas.
Devido a variagdo na escala entre as variaveis avaliadas, os dados foram normalizados. A
normalizacdo das varidveis originais impediu que valores altos no conjunto de dados tivessem

expressdo significativa na matriz de covaridncia. A normalizagdo utilizada foi a do tipo L2
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(SUAREZ-ALVAREZ et al., 2012). A matriz de covariancia foi calculada utilizando os
valores normalizados das varidveis originais. A matriz de covaridncia contém informagoes
relativas a variabilidade dos dados, esta variabilidade foi representada espacialmente no PCA.
A decomposicao da matriz de covariancia foi realizada pelo célculo dos autovetores e seus
respectivos autovalores. Cada componente principal corresponde a um par autovetor-
autovalor. A API (application programming interface) scikit-learn foi utilizada para calcular
os autovetores e autovalores dos componentes principais, que na realidade corresponderam a
projecao ortogonal da variancia e a magnitude dessa projecdo em um plano espacial

(BUITINCK et al., 2013).

Resultados

Os dados originais analisados empregados no presente estudo estdo indicados na
Tabela 3.1. A amplitude de dados em cada coluna permite avaliar a regido de cobertura de
cada propriedade avaliada. Por outro lado, o desvio padrao de dados de cada coluna auxilia na
verificacdo da existéncia, ou ndo, de dados acumulados em uma Unica regido de valores
experimentais, sendo que desvios elevados indicam uma distribui¢do menos homogénea de
dados (LEMESHKO et al., 2017). Os desvios padrdo para os teores de fibra, glucanas,
xilanas, lignina e para as digestibilidades de glucanas e xilanas foram, respectivamente, 1.46,
8.04, 7.67, 1.72, 2.81 e 2.83. Nota-se que as variacoes das digestibilidade de glucanas (18.29-
49.62%) e xilanas (16.56-47.62%) sdo maiores em relagdo as demais varidveis. Os teores de
fibra, xilanas, glucanas e lignina exibiram amplitude de variacdo de 7, 9 11 e 12 pontos

percetuais respectivamente.
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Tabela 3.1. Dados analiticos avaliados por PCA, incluindo o teor de fibras, a composi¢@o quimica e a
digestibilidade in vitro de amostras de 4 hibridos de cana de agucar amostrados na forma de 3
individuos por hibrido (repeticdes biologicas) e 4 entrends por hibrido representando estagios
progressivos de desenvolvimento da planta. Total de amostras corresponde a 48.

Hibrido Entre-n6 Fibra Digestibilidade xilanas Digestibilidade glucanas  Xilanas Glucanas Lignina
(posicdolelativa@o  (g/100 g entrené (Conversao de xilanas apés (Converséo de glucanas apos (%) (%) (%)
Brimeiro®ntrend@pical) massa fresca) 72h de digestdo enzimatica) 72h de digestdo enzimatica)

58 i1l 12.15 29.90 33.65 20.89 42.51 19.38
58 i1l 10.55 24.35 23.78 20.84 38.76 22.78
58 i1l 10.05 26.24 29.52 20.01 39.47 21.54
58 i55 9.65 18.63 28.73 22.40 40.19 20.78
58 i55 9.23 17.26 23.89 21.64 40.39 20.65
58 i55 9.65 16.74 23.24 21.82 40.27 20.11
58 i3 9.53 36.76 36.23 22.70 42.88 15.27
58 i3 9.73 23.97 23.47 22.21 42.22 15.10
58 i3 10.09 38.35 33.13 21.20 41.44 16.28
58 i1 8.68 47.17 49.01 24.65 42.80 15.00
58 il 8.95 34.70 35.43 24.55 42.85 15.51
58 i1 8.79 47.42 49.62 27.18 46.58 13.05
89 i1l 11.54 19.12 34.61 20.03 39.93 18.21
89 i1l 14.26 16.56 36.13 19.67 37.80 16.07
89 i1l 11.20 19.56 31.27 20.34 38.17 20.88
89 i55 9.79 32.48 33.35 20.62 40.25 20.00
89 i55 11.41 31.47 32.29 19.62 39.24 19.70
89 i55 10.21 33.94 33.22 20.43 39.92 19.09
89 i3 10.41 39.04 35.73 22.46 44.27 16.53
89 i3 10.68 30.08 33.75 22.89 44.32 16.35
89 i3 10.69 27.90 32.49 23.12 45.53 16.29
89 il 9.85 44.92 47.29 24.17 45.91 13.52
89 il 8.65 38.07 43.23 24.42 46.55 12.98
89 i1 9.99 43.65 44.90 24.53 45.32 14.11
140 i1l 12.16 27.75 21.27 20.64 36.03 24.51
140 i1l 12.89 27.34 23.30 21.02 36.56 22.49
140 i1l 14.27 22.81 22.64 20.62 35.46 24.44
140 i55 10.55 26.34 22.78 22.05 38.32 20.46
140 i55 11.67 30.54 25.99 21.53 37.04 20.93
140 i55 12.11 27.79 19.60 22.00 38.20 19.50
140 i3 10.91 31.83 26.42 22.51 37.97 18.78
140 i3 10.73 35.17 29.05 22.00 37.74 19.39
140 i3 11.74 30.66 25.08 22.15 37.62 19.77
140 il 8.53 30.35 27.49 24.22 39.65 16.36
140 i1 11.06 32.12 32.84 24.23 39.48 16.13
140 il 11.18 31.65 29.37 23.70 38.71 16.60
321 i1l 11.05 23.41 20.34 21.96 39.30 20.72
321 i1l 10.48 16.71 18.29 22.61 39.47 21.44
321 i1l 9.11 27.13 24.44 18.42 38.37 20.53
321 i55 9.88 28.27 29.10 21.52 40.63 18.62
321 i55 9.60 37.84 34.22 20.80 39.81 18.61
321 i55 8.32 34.32 32.70 20.35 39.35 18.10
321 i3 9.09 28.42 27.00 22.50 41.22 17.17
321 i3 9.25 32.60 28.08 21.68 41.01 16.54
321 i3 9.24 25.47 32.85 21.76 41.49 16.38
321 i1 8.18 36.42 36.30 25.04 44.92 15.89
321 il 8.31 39.32 39.48 23.95 42.87 16.06
321 il 7.67 43.53 42.47 23.16 41.97 16.54
Média 10.29 30.54 31.23 22.14 40.64 18.23
Desviopadrio 1.46 8.04 7.67 1.72 2.81 2.83

Fonte: Arquivo pessoal

A Figura 3.1 indica uma andlise de correlacdo realizada entre todas as varidveis
estudadas. A correlagcdo entre a digestibilidade de glucanas e o teor de glucanas (0.73) foi a
maior dentre as correlagdes positivas. A correlagdo entre a digestibilidade de glucanas e o teor
de lignina (-0.76) e as correlacdes entre os teores de xilanas e glucanas e o teor de lignina, se

destacaram dentre as correlagcdes negativas entre as variaiveis.
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Figura 3.1. Analise de correlagdo entre as variaveis do conjunto de dados avaliados que inclui o teor
de fibras, a composi¢cdo quimica e a digestibilidade in vitro de amostras de 4 hibridos de cana de
acucar amostrados na forma de 3 individuos por hibrido (repeticdes bioldgicas) e 4 entrends por
hibrido representando estagios progressivos de desenvolvimento da planta. Total de amostras
corresponde a 48.
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Fonte: Arquivo pessoal

Os dados descritos na Tabela 3.1 foram normalizados e estdo indicados na Tabela 3.2.
Nota-se que a normaliza¢do nivela a variabilidade dos dados em relacdo aos dados ndo
normalizados. Os desvios padrdo para as varidveis normalizadas relativos aos teores de fibra,
glucanas, xilanas, lignina e digestibilidade in vitro de glucanas e xilanas foram

respectivamente 0.02, 0.04, 0.03, 0.01, 0.01 e 0.02.
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Tabela 3.2. Dados normalizados das propriedades descritas na Tabela 1 e utilizados na analise de
componentes principais (PCA).

Hibrido Entre-n6 Fibra Digestibilidade glucanas Digestibilidade xilanas Xilanas Glucanas Lignina
(posicdo@elativao
Bbrimeiro@ntreno@pical)

58 i11 0.17 0.14 0.15 0.14 0.15 0.15
58 i11 0.15 0.1 0.1 0.14 0.14 0.18
58 i11 0.14 0.12 0.13 0.13 0.14 0.17
58 i55 0.13 0.09 0.13 0.15 0.14 0.16
58 i55 0.13 0.08 0.11 0.14 0.14 0.16
58 i55 0.13 0.08 0.10 0.14 0.14 0.16
58 i3 0.13 0.17 0.16 0.15 0.15 0.12
58 i3 0.14 0.1 0.11 0.14 0.15 0.12
58 i3 0.14 0.18 0.15 0.14 0.15 0.13
58 i1 0.12 0.22 0.22 0.16 0.15 0.12
58 i1 0.12 0.16 0.16 0.16 0.15 0.12
58 i1 0.12 0.22 0.22 0.18 0.17 0.10
89 i11 0.16 0.09 0.16 0.13 0.14 0.14
89 i11 0.20 0.08 0.16 0.13 0.13 0.13
89 i11 0.16 0.09 0.14 0.13 0.14 0.16
89 i55 0.14 0.15 0.15 0.13 0.14 0.16
89 i55 0.16 0.14 0.15 0.13 0.14 0.15
89 i55 0.14 0.16 0.15 0.13 0.14 0.15
89 i3 0.14 0.18 0.16 0.15 0.16 0.13
89 i3 0.15 0.14 0.15 0.15 0.16 0.13
89 i3 0.15 0.13 0.15 0.15 0.16 0.13
89 i1 0.14 0.21 0.21 0.16 0.16 0.1
89 i1 0.12 0.17 0.19 0.16 0.16 0.10
89 i1 0.14 0.20 0.20 0.16 0.16 0.1
140 i11 0.17 0.13 0.10 0.13 0.13 0.19
140 i11 0.18 0.13 0.10 0.14 0.13 0.18
140 i11 0.20 0.10 0.10 0.13 0.13 0.19
140 i55 0.15 0.12 0.10 0.14 0.14 0.16
140 i55 0.16 0.14 0.12 0.14 0.13 0.16
140 i55 0.17 0.13 0.09 0.14 0.14 0.15
140 i3 0.15 0.15 0.12 0.15 0.13 0.15
140 i3 0.15 0.16 0.13 0.14 0.13 0.15
140 i3 0.16 0.14 0.1 0.14 0.13 0.15
140 i1 0.12 0.14 0.12 0.16 0.14 0.13
140 i1 0.15 0.15 0.15 0.16 0.14 0.13
140 i1 0.16 0.14 0.13 0.15 0.14 0.13
321 i11 0.15 0.1 0.09 0.14 0.14 0.16
321 i11 0.15 0.08 0.08 0.15 0.14 0.17
321 i11 0.13 0.12 0.1 0.12 0.14 0.16
321 i55 0.14 0.13 0.13 0.14 0.14 0.15
321 i55 0.13 0.17 0.15 0.14 0.14 0.15
321 i55 0.12 0.16 0.15 0.13 0.14 0.14
321 i3 0.13 0.13 0.12 0.15 0.15 0.13
321 i3 0.13 0.15 0.13 0.14 0.15 0.13
321 i3 0.13 0.12 0.15 0.14 0.15 0.13
321 i1 0.1 0.17 0.16 0.16 0.16 0.12
321 i1 0.12 0.18 0.18 0.16 0.15 0.13
321 i1 0.11 0.20 0.19 0.15 0.15 0.12
Média 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.14
DesvioBpadrdo 0.02 0.04 0.03 0.01 0.01 0.02

Fonte: Arquivo pessoal

Os dados normalizados indicados na Tabela 3.2 foram analizados por PCA. A Figura
3.2 indica a variabilidade explicada pelo conjunto de componentes principais. Somente 0s
componentes principais que explicaram grande parte da variabilidade nos dados foram

selecionados. Especificamente, dois componentes foram selecionados; o primeiro componente
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(PC1), explicou proximo a 80% da varidncia contida nos dados; o segundo componente

(PC2), explicou pouco mais que 10% da variabilidade dos dados. (Figura 3.2).

Figura 3.2. Variancia dos dados explicada por cada um dos componentes principais calculados a
partir da PCA aplicada aos dados da Tabela 3.2. a) variancia dos dados atribuida a cada componente

principal. b) variancia cumulativa em fung@o dos componentes principais
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Fonte: Arquivo pessoal

A analise exploratoria dos autovetores e dos autovalores dos dados permitiu a
identificacdo da relag@o entre as varidveis originais, os componentes principais, ¢ as classes
do conjunto de dados (Figura 3.3). Aparentemente, a andlise de componentes principais
permitiu a identificagdo de 3 grupos de entrenods: os entrendés maduros e lignificados dos
hibridos H140 e H321, os entrends jovens e pouco lignificados com alta digestibilidade de
glucanas e xilanas dos hibridos H89 e H58 ¢ os entrends maduros e pouco lignificados dos

hibridos H89.
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Figura 3.3 Representagdo dos hibridos-entrendes (simbolos) de cada amostra calculados para os
componentes principais 1 e 2 e dos autovetores (setas) calculados pela PCA.
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Fonte: Arquivo pessoal

Discussao

Uma andlise de componentes principais foi realizada visando a segregacdo entre
amonstras de entrendés em estagios de maturagdo progressivos de 4 hibridos de cana-de-
acucar. Modificagdes na composi¢cdo quimica da biomassa dos entrends da cana-de-agucar
ocorrem durante o desenvolvimento vegetativo (LINGLE; THOMSON, 2012).
Especificamente, tecidos jovens contém baixo teor de lignina em relagdo aos demais
componentes da parede celular, como xilanas e glucanas (JUNG; CASLER, 2006). Por outro
lado, a medida que os tecidos envelhecem, as paredes celulares sofrem um enriquecimento do
conteudo de lignina (JUNG; CASLER, 2006). As correlagdes entre os teores de glucanas e
xilanas e o teor de lignina na biomassa dos entrends foram -0.81 e -0.67 respectivamente, e
refletem as modificacdes na composicdo quimica das paredes celulares durante o
desenvolvimento vegativo dos entrends, pois a medida que as paredes celulares se tornam
lignificadas, ocorre o aumento na densidade do material, devido ao acumulo exclusivo de

lignina, diminuindo, proporcionalmente, os teores de polissacarideos.
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A correlacdo entre a digestibilidade de glucanas e o teor de lignina foi uma das mais
expressiveis dentre as correlagdes negativas (Figura 3.1). A correlacdo negativa entre essas
duas variaveis também reflete as mudancas que ocorrem durante a maturagao dos entrends da
cana-de-actucar (LINGLE; THOMSON, 2012). Essencialmente, nos entrends mais jovens, o
teor de lignina ¢ menor em relagdo aos entrends maduros; o aumento do teor de lignina na
biomassa dos entrends, e o respectivo aumento do encapsulamento das microfibrilas de
celulose pela lignina, dificultam o acesso de enzimas as cadeias de celulose, e
consequentemente, reduzem a digestibilidade das glucanas a hidrolise enzimatica (PETRIDIS;
SMITH, 2018).

Os resuldados da andlise de PCA indicaram que aproxidamente 90% da variabilidade
no conjunto de dados foram explicados por 2 componentes principais (Figura 3.2). As
direcdes e as magnitudes dos autovetores do PCA estao ilustrados na Figura 3.3. O sentido
inverso das dire¢des dos autovetores relativos a digestibilidade de glucanas e xilanas em
relacdo a direcdo do autovetor relativo a lignina colaboram com estudos anteriores que
descrevem a relacdo inversa entre a disgestibilidade da biomassa da cana-de-actlicar e o teor
de lignina (COSTA et al., 2016). Os resultados do presente estudo demonstraram que o PCA
permite a segregacdo e a clusterizagdo visual de hibridos que apresentam caracterisiticas
similares no que diz respeito ao acumulo de biomassa e a maturacdo dos entrends e a

respectiva deposicao de lignina.

Conclusoes

O PCA npossibilitou a segregacdo entre os grupos de hibridos e entrenos.
Especificamente, por meio do PCA, 3 clusters de hibridos-entren6s foram identificados: os
entrends maduros e lignificados dos hibridos H140 e H321, os entrends jovens € pouco
lignificados com alta digestibilidade de glucanas e xilanas dos hibridos H89 e H58 e os

entren6s maduros e pouco lignificados do hibridos H89.
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6. CONCLUSOES GERAIS DA TESE

As principais conclusdes desta tese foram obtidas em fungdo da avaliagdo
experimental do processo de maturacdo da cana-de-agucar avaliada por amostragem de
entrendés em estagios progressivos de desenvolvimento. Os dados mostraram que houve
acumulo rapido de sacarose entre os entrends Il para IS5, independentemente do hibrido
avaliado. Por outro lado, o aciimulo de lignocelulose aumentou constantemente entre os
entrends I1 até 111, também independentemente do hibrido avaliado. A digestibilidade da
biomassa lignoceluldsica destes entrends diminuiu significativamente entre os entrenos I1 até
111, mas foi dependente do hibrido em estudo. Destaca-se, por exemplo, que o entrend 111 do
hibrido H89 foi menos recalcitrante do que o entrend I1 do hibrido H140.

O acumulo de sacarose e lignocelulose seguiram um padrao similar entre os hibridos.
No entanto, o processo de maturagdo dos entrends, como por exemplo a lignificagdo do
entreno, assim como o teor inicial de lignina nos entrends jovens, diferiram entre os hibridos e
resultaram em diferengas na recalcitrancia. Especificamente, amostras em que a deposi¢do de
lignina comecou com niveis altos, resultaram em baixas propor¢des de glucanas e alta
recalcitrancia do entrend. No sentido inverso, quando os teores de lignina eram baixos nos
entrends imaturos, as amostras apresentaram baixa recalcitrancia e maior propor¢do de
glucanas em comparagdo aos entrends recalcitrantes. Analisando o conjunto de dados
completo foi possivel mostrar que um modelo de regressao linear simples conseguiu capturar
essas informacodes e descrever a digestibilidade de glucanas como uma fungdo do teor de
glucanas divido pelo somatdrio dos teores de lignina e xilanas.

A andlise dos dados por PCA permitiu corroborar quantitativamente a discriminagao
de amostras e mostrar que os autovetores do teor de lignina e de digestibilidade apresentaram
sentidos inversos, bem como os autovetores do teor de glucana e de digestibilidade
apresentaram o mesmo sentido. Em termos de perspectivas abertas pelo presente estudo pode-
se inferir que a identificagdo de marcadores moleculares que diferenciem os hibridos de cana
avaliados pode ser uma ferramenta de selecdo rapida destas caracteristicas que permitiria
acelerar os processos de selecdo de novos hibridos a partir da técnica de hibridagao de

parentes com caracteristicas ja conhecidas.
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