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RESUMO

BAFFA, David Carlos Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2010.
Herdabilidade e correlacées genotipicas de caracteres agrondmicos,
constituintes da parede celular e sacarificacio em cana-de-acucar. Orientador:
Marcio Henrique Pereira Barbosa. Coorientadores: Marcelo Ehlers Loureiro e
Luiz Alexandre Peternelli

Um modelo de matriz energética mundial, idealmente baseado em fontes mais
limpas e renovaveis de energia em relacdo ao petrdleo, se justifica pela crescente
preocupagcdo com a questdo do aquecimento global. Além disso, pesquisas em
biocombustiveis como fontes alternativas de energia sdo essenciais para garantir a atual
posicdo de autonomia energética brasileira, além do interesse pela produgdo de
excedentes para garantir a exportacdo e¢ geracdo de divisas. Celulose ¢ a biomassa
renovavel mais abundante na face da terra e por isso, uma boa alternativa energética em
relagdo ao petrdleo. Cana de agucar apresenta na sua massa 2/3 de sua massa em
material ligno-celuldsico, um recurso energético abundante ndo utilizado eficientemente
por meio das tecnologias atuais, representando portanto, um enorme potencial para a
producdo de etanol ligno-celulosico. A celulose pode ser hidrolisada em residuos de
glicose tanto por tratamento enzimdtico ou a base de acidos. Ha inconvenientes
associados a hidrolise acida e/ou enzimatica do ponto de vista técnico e que precisam
ser superados. No caso da hidrdlise enzimatica, a reagdo ocorre em meio ndo agressivo,
porém, requer um longo tempo de espera (60 a 72 horas) e a componente lignina
apresenta-se como um dos principais barreiras para o acesso da enzima a celulose.
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo obter avangos nas pesquisas em etanol
celulésico a partir do bagaco e, potencialmente, outros residuos provenientes do
processamento da cana-de-agticar, por meio da sele¢do de clones que apresentem fibra
com elevado potencial de bioconversibilidade. O experimento foi composto por 286
clones e 2 testemunhas (RB867515 e SP80-1842) em 25 blocos. Tais clones foram
selecionados de 13 familias de meios-irmaos e constituiram clones de primeira geragao
de propagacdo vegetativa. Para isso efetuou correlacdes entre caracteristicas
agrondmicas e bioquimicas desejaveis, avaliando a relacao causa e efeito sobre o fibras
e lignina dos colmos. Também estimou-se a possibilidade de definir os caracteres que
deverem ser empregados para conduzir um programa de sele¢@o recorrente em cana-de-
acucar visando a produgdo de alcool celuldsico. Dos clones foram selecionas os 10 que
apresentaram maior teor de lignina e os 10 que apresentaram menor teor de lignina no

bagaco de cana. Os 20 clones foram avaliados quanta a possibilidade de se obter um
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maior teor de glicose apds o processo de hidrolise enzimatica para produgao de alcool
celulosico. Foi possivel observar que quanto maior o teor de lignina no bagaco menor o
teor de glicose produzida ao final do processo de hidrolise. Também foi observado que
o carater hemicelulose teve maior correlagdo com a sacarificacdo. A hemicelulose
funciona como um fator positivo na produgdo de aglcares fermentaveis para a
fermentagdo, pois abre a estrutura da celulose permitindo acesso enzimatico e pela sua
quebra fornece moléculas de glicose para a fermentacdo. Portanto os clones
selecionados apresentam potencial para aplicacdo no melhoramento genético da cana de
acucar, mesmo que ainda sejam necessarios estudos complementares fenotipicos e de
analise expressao génica, quantificagdo enzimatica e sintese de metabolicos,

correlacionando-os com a sintese de lignina.
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ABSTRACT

BAFFA, David Carlos Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2010.
Heritability and genotypic correlations of agronomic traits, cell wall
constituents and saccharification in cane sugar. Advisor: Marcio Henrique
Pereira Barbosa. Co-advisors: Marcelo Ehlers Loureiro and Luiz Alexandre
Peternelli.

A model of an international energy matrix, ideally based on renewable and
cleaner energy regarded to petrol, is justified because of the increasing awareness on the
global warming issue. Moreover, researches on biofuel, as an alternative source of
energy, are essential to guarantee the current ranking of the Brazilian energy autonomy,
in addition to the interest in production of surplus so to guarantee exportation and
generation of foreign exchange. Cellulose is the most abundant renewable biomass in
the planet, therefore a good energetic alternative to petrol. Sugarcane has 2/3 of its mass
in lingocellulosic material, an abundant energetic resource which is not efficiently used
by the current technologies, therefore, representing an enormous potential for the
production of lingocellulosic ethanol. Cellulose can be hydrolyzed in glucose residuals
by enzymatic treatment as well as base of acids. Technically, there are some barriers
associated to acid and /or enzymatic hydrolysis which need to be overcome.
Considering enzymatic hydrolyses, the reaction takes place in a non-aggressive
medium, however it takes a long waiting time (from 60 to 72 hours) to occur and the
lignin compound is one of the main obstacles for the enzyme access to the cellulose.
Thus, the present work aimed at obtaining progress for researches on cellulosic ethanol
from the bagasse and, potentially, from other sugarcane by-products through selection
of clones that shows high potential bioconvertibility fibers. The experiment was made
up of 286 clones and 2 witnesses (RB867515 and SP80-1842) in 25 blocks. They were
selected from 13 families of half-siblings and they were vegetative propagation first
generation clones. Accordingly, it was carried out correlations among desirable
biochemical and agronomical traits, evaluating the cause and effect relationship on
fibers and lignin of the stem. It was also estimated the possibility on defining characters
which have to be used to carry out a recurrent selection program on sugarcane aiming at
alcohol production. It was selected 10 clones with highest lignin content and 10 clones
with the lowest lignin content in the bagasse. Those 20 clones were evaluated for the
possibility in obtaining a higher glucose content after enzymatic hydrolysis process for
cellulosic alcohol production. It could be observed that the higher the content of lignin

in the bagasse, the lower the content of glucose produced at the end of hydrolyzes
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process. It was also observed that hemicellulose is more efficient on the conversion than
saccharification. Hemicellulose functions as a positive factor on fermentable sugar
production for fermentation, because it breaks down cellulose structure allowing access
of the enzymes and because of its rupture it supplies glucose molecules for
fermentation. Therefore, selected clones show a high potential use on sugar cane genetic
breeding, even though it is still needed phenotypic and gene expression analysis studies,
enzymatic quantification and syntheses of metabolic, correlating them to syntheses of

lignin.



1. INTRODUCAO

Biocombustiveis ¢ atualmente um dos assuntos de grande repercussdo internacional
em fungdo de fatores geopoliticos e estratégicos. Um modelo de matriz energética
mundial, idealmente baseado em fontes mais limpas e renovaveis de energia em relagao
ao petrdleo, se justifica pela crescente preocupacdo com a questdo do aquecimento
global. Além disso, pesquisas em biocombustiveis como fontes alternativas de energia
sdo essenciais para garantir a atual posicdo de autonomia energética brasileira, além do
interesse pela producdo de excedentes para garantir a exportacdo e geracao de divisas.
(MASIEIRO e LOPES, 2008)

Celulose ¢ a biomassa renovavel mais abundante na face da terra e por isso, uma
boa alternativa energética em relagdo ao petroleo. A cana-de-aglicar apresenta 2/3 de
sua massa em material lignocelulosico. Este ¢ um recurso energético abundante e nao
utilizado eficientemente por meio das tecnologias atuais, representando portanto, um
enorme potencial para a producao de etanol lignoceluldsico.

A produtividade de etanol no Brasil pode ser incrementada pelo uso do bagaco
da cana-de-acucar. Atualmente, 50% do bagaco (que representa de 10 a 16% da planta)
gerado na usina ¢ consumido para produgdo de energia por meio da co-geragdo de calor,
tornando a usina auto-sustentavel energeticamente. Quimicamente o bagago ¢ muito
interessante para a produgdo de bioetanol uma vez que seu contetido ¢ de 50% em o-
celulose, 25% em pentosanas, aproximadamente 25% de lignina e apenas 2,4% em
cinzas (PANDEY et al., 2008). O restante pode servir como matéria-prima na produgao
de etanol por meio da hidrolise 4cida e/ou enzimatica.

A celulose pode ser hidrolisada em residuos de glicose tanto por agdo de
enzimas quanto por tratamento com 4cidos. H4 inconvenientes associados a hidrolise
acida e/ou enzimatica do ponto de vista técnico e que precisam ser superados. No caso

da hidrélise acida, o meio ¢ muito agressivo € os agucares que se formam primeiro
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acabam sendo degradados antes do fim da reagdo, que pode levar de quatro a seis horas.
Além disso, a hidrdlise quimica libera compostos que inibem a fermentagcao (OLIVA et
al., 2006). No caso da hidrélise enzimatica, o processa ocorre em meio ndo agressivo,
porém, requer um longo tempo de reagdo (60 a 72 horas) (RBB, 2007). Além disso, a
enzima constitui um fator financeiro impactante neste tipo de hidroélise.

Além dos inconvenientes do ponto de vista técnico, alguns constituintes da fibra,
como a lignina, representa um dos principais entraves a processos industriais como a
polpagdo da madeira, durante o processo de fabricagdo de papel e a produgdo de etanol
celuldsico a partir de biomassa vegetal. As caracteristicas do substrato que aliadas a
maior eficiéncia de taxa de hidrdlise da celulose incluem: a acessibilidade, o grau de
cristalinizacdo, o grau de polimerizagao e a distribuicao da lignina.

Na produgdo de etanol celuldsico, a lignina dificulta o acesso de enzimas
hidroliticas aos carboidratos fermentaveis, acarretando perdas no processo e
aumentando o custo de produgdo, uma vez que a enzima ¢ consumida no decorrer do
processo. Ha estudos mostrando que o 4cido foérmico e as unidades precursoras de
lignina inibem as enzimas responsaveis pela hidrolise da celulose, as celulases
(PANAGIOTOU e OLSSON, 2007, CANTARELLA et al., 2004). Além disso, a
hidrofobicidade da lignina pode promover a adsor¢ao das celulases (JORGENSEN e
OLSSON, 2006; LU et al., 2002; BERLIN et al., 2005).

Em virtude da importincia biologica da lignina para a planta e sua
representatividade nas fibras de interesse comercial, muito se conhece a respeito da sua
rota biossintética ¢ como se da a sua incorporagdo a fibra (BOERJAN et al., 2003). Sua
composi¢do varia entre os diversos grupos de plantas: em gimnospermas predomina o
tipo G (guaiacila), em angiospermas, G-S (guaiacila-siringila) e em gramineas, destaca-
se a lignina tipo G-S-H (guaiacila-siringila-p-hidroxifenila) (HIGUCHI, 2006). Em
gramineas, a lignina incorpora niveis similares de G e S e possuem mais residuos H que
dicotiledoneas (BAUCHER et al., 2003). Os monolignois polimerizam-se para
constituir a lignina por meio de ligagdes do tipo C-C ou éter. No processo Kraft, sdo as
ligagdes éter nao condensadas (B-O-4-) os alvos do processo de delignificagdo enquanto
que as ligagdes C-C (B-B, B-1, B-5 e 5-5) sdo mais resistentes a degradacdo quimica.

Essa idéia pode ser extrapolada para produtos, como o bagaco, constituidos de
fibras lignificadas. Estudos mostram de forma inequivoca, que a modifica¢do de alguns
passos chaves do metabolismo de lignina por meio de engenharia genética pode resultar
em plantas melhoradas para o processo de polpagao ou sacarificagio (BAUCHER et al.,

1998; LAPIERRE et al., 2000; BAUCHER et al., 2003). A literatura também relata
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estudos onde se obtiveram linhagens transgénicas da Arabidopsis thaliana alteradas
para a expressao de genes chaves que codificam para enzimas da rota de sintese da
lignina (ANTEROLA e LEWIS, 2002; SIBOUT et al., 2002) ¢ em alguns deles, pdde-se
verificar um reflexo na composi¢ao de polissacarideos de parede (TAMAGNONE et al.,
1998; LAPIERRE et al., 1999). Em plantas de alamo foi possivel produzir arvores onde
a extracao da lignina foi mais facil, facilitando o processo de producao de papel. Nestes,
o gene CAD foi silenciado resultando em plantas com menor teor de lignina
(BAUCHER et al., 1996). Estes resultados ilustram o impacto da lignina contida na
biomassa vegetal sobre a eficiéncia de hidrdlise enzimatica e, consequentemente no
rendimento da producdo de alcool lignoceluldsico. Entretanto, particularmente para a

cana-de-agucar, estes efeitos ainda ndo foram caracterizados.

1.1. Objetivo geral

Avancar nas pesquisas em etanol celulésico a partir do bagaco e,
potencialmente, outros residuos provenientes do processamento da cana-de-agucar, por
meio da selecdo de clones que apresentem fibra com elevado potencial de

bioconversibilidade.

1.2. Objetivos especificos

= (Caracterizar, agronomicamente, clones quanto aos principais caracteres de
produtividade e caracteristicas quimicas das fibras dos colmos.

= Estimar corrclagdes e avaliar a relacdo causa ¢ efeito entre os caracteres
agrondmicos e as caracteristicas quimicas das fibras dos colmos

= Definir os caracteres que deveriam ser empregados para conduzir um programa de
selecdo recorrente em cana-de-agucar visando a producdo de alcool celuldsico.

= Selecionar clones com diferentes caracteristicas de fibra para estudos posteriores

acerca da producao de alcool celuldsico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A cana-de-acucar

A cana-de-agticar (Saccharum spp) ¢ uma monocotiledonea, pertencente a
familia Gramineae (Poaceae), género Saccharum. Todas as cultivares de cana-de-ac¢ticar
— seja para producdo de acucar, dlcool aguardente ou forrageira — sdo hibridos,
provenientes do cruzamento de diferentes espécies de cana (ANDRADE, 2002).

Esses hibridos clonais, geralmente de 6° a 10" geragdo, sdo constituidos por
contribuigdes das espécies S. officinarum, S. barberi, S. sinensi, S. spontaneum ¢ S.
robustum (ROACH E DANIELS,1987, MATSUOKA et al., 2005). Geralmente,
procura-se aliar a rusticidade de espécies como S. spontaneum, as boas qualidades das
cultivares nobres de S. officinarum.

A qualidade da cana-de-agucar como matéria-prima industrial pode ser definida
como uma série de caracteristicas intrinsecas da propria planta, alterada pelo manejo
agricola e industrial, que definem seu potencial para producao de agucar e alcool.

Cana ¢ um termo genericamente aceito para designar os “colmos
industrializdveis da cana-de-agucar”, os quais sdo cortados na base rente ao solo,
despontados no ultimo entrend maduro, e livres de impurezas, folhas e bainhas.

Os colmos da cana-de-aglicar possuem composi¢do extremamente varidvel em
funcdo de diversos fatores, como idade cronoldgica e fisiologica da cultura, época de
amostragem, variedade, estagio de corte, sanidade das plantas, condi¢cdes climaticas
durante o desenvolvimento e maturacao, adubagdo e fertirrigagdo, tipo de solo, etc. A
composicdo ¢ variavel também no sentido longitudinal e transversal do colmo. Sob o
aspecto tecnoldgico, os colmos sdo constituidos de caldo e sdlidos insoliiveis em agua:
Cana=solidos insoluveis + caldo. Os s6lidos insoluveis sdo representados pela fibra da

cana. O caldo contém a agua (umidade da cana) e os sélidos soliveis totais (aglicares e
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ndo agucares) (Figura 1). (Caldo = so6lidos soluveis totais + agua; solidos soluveis totais

= Brix) (COPERSUCAR, 2005)

Agua
Caldo (752 82%) Acucares
(842 90%) Sélidos Soluveis (15,52 24%)
Cana de Acucar (18 a 25%) N3o Aclicares
Fibra Celulose, (1a2,5%)
. Lignina,
(10a 16%) Pentosanas

Figura 01: Composicao tecnologica dos componentes da cana de agticar

Assim, a soma da fibra (%), brix (%) e umidade (%) da cana devera resultar
sempre 100 %. Um exemplo pratico € a composi¢ao da variedade RB 72-454 (Figura

02).

Figura 02: Composi¢ao tecnoldgica da variedade RB72-454



2.2. Importancia econémica

Na década de 1970, o governo brasileiro criou maior programa de producdo e
uso de biocombustiveis ja estabelecido no mundo: o “Programa Nacional do Alcool —
Proélcool”. Este programa estimulava os empresarios do setor a implantar destilarias
autonomas e a melhorar e/ou criar destilarias anexas as usinas por meio de empréstimos
subsidiados e garantia de venda, com o objetivo de diminuir a dependéncia brasileira de
petréleo. Contudo, em 1985, a baixa dos pregos internacionais do petréleo inviabilizou
o Proalcool, que seria viavel com o preco do barril de petroleo acima de US$ 40,00. O
Proalcool entrou em desaceleragdo e posteriormente em crise, ocasionando uma drastica
reducdo dos investimentos publicos no programa e uma instabilidade entre oferta e
demanda de alcool combustivel (SANTOS e OMETTO, 2008; PAULILLO et al., 2007,
FILHO, 2003)

Atualmente, o Brasil passou a ser o destaque no cendrio internacional devido a
preocupacdo mundial com a seguranga energética, ambiental e social, levando os
produtores de cana, agucar e alcool a expandir em cada vez mais sua produ¢do. Devido
a esta expansao canavieira, atualmente o pais ¢ o maior produtor mundial, com uma area
plantada de aproximadamente 8 milhdes de hectares e com uma expectativa de safra de
665 milhdes de toneladas cana, superior a 9,9% a safra anterior 2009/10 (Tabela 01).
Nessa safra aproximadamente 362 (54%) milhdes de toneladas sdo destinadas a
produgdo de alcool, devendo gerar um volume total de 28.500 milhdes de litros de
alcool, sendo que deste total, 8.359,9 milhdes de litros sdo de alcool anidro e 20.140,1
milhdes de litros serdo de alcool hidratado, segundo levantamento da Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2010) (Tabela 02). O setor sucroalcooleiro ¢
responsavel por movimentar mais de 41 milhdes de reais por ano, o que corresponde a
aproximadamente 3,65% do PIB nacional. O setor gera 4 milhdes de empregos diretos e
indiretos, existindo ainda cerca de 72 mil agricultores que fornecem matéria-prima para

as usinas e destilarias (UDOP, 2006).



Tabela 01: Comparativo de area e produ¢ao de cana-de-agucar

Area (mil ha) Produgao (mil ton)
Regido Safra Safra Var. % Safra Safra Var. %
2009/10  2010/11 % 2009/10  2010/11 e
Norte 17,2 29.9 73,80 991,6 2.671,7 169,40
Nordeste 1.082,6 1.128,9 4,30 60.677,2 65.452,0 7,90
Centro-Oeste 9403 1.160,1 23,40 774359  98.1323 26,70
Sudeste 4.832,6 5.163,5 6,80 419.857,7 447.445,1 6,60
Sul 537,0 609,0 13,40 45.551,3 50.632,3 11,20
Brasil 7.409,6 8.091,5 9,20 604.513,6 664.333.4 9,90
Fonte: CONAB
Tabela 02: Estimativa de producao de alcool, safra 2010/11
Alcool Total Alcool Anidro Alcool Hidratado
Regido
(1.000 1) (1.000 1) (1.000 1)
Norte 182.053,6 9.034,6 173.018,9
Nordeste 2.025.045,1 903.211,9 1.121.833,2
Sudeste 19.078.304,1 5.876.396.,4 13.201.907,7
Sul 1.879.824,6 422.184,3 1.457.640,2
Brasil 28.499.986,9 8.359.929,2 20.140.057,7

Fonte: CONAB

A cada ano cresce, significativamente, o numero de unidades produtoras de
agucar ¢ alcool. De acordo com o MAPA, (2009), existem no Brasil 420 unidades

produtoras, distribuidas em unidades de alcool, agucar e mistas (Figura 03).
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Figura 03: Numero das unidades produtoras de alcool e agiicar no Brasil

2.3. Etanol de segunda geracio

Na produ¢do de etanol de segunda geragdo, a matéria-prima, que consiste na
biomassa contendo celulose e outros agucares fermentesciveis, ¢ hidrolisada por um
processo enzimatico.

De forma simplificada, o processo de transformacdo de biomassa em
combustivel consiste de trés etapas:

e No pré-tratamento, o bagaco — de cana ou de qualquer outra matéria-
prima — é preparado para que a maior quantidade possivel de biomassa
possa ser aproveitada.

e A segunda fase, a hidrdlise enzimatica, consiste na hidrélise dos
agucares por enzimas de micro-organismos.

e A terceira etapa ¢ a fermentagdo dos agucares liberados durante a
hidrolise enzimatica.

Em teoria, para que uma usina de alcool possa produzir etanol a partir de
celulose no Brasil, basta que seja instalada junto a ela uma estrutura capaz de executar a
operacdo de hidrolise. Os agucares provenientes da quebra da celulose seriam
misturados ao caldo da cana e, em seguida, passariam pelos processos de fermentacao e
destilacdo. Na pratica, soma-se ao investimento em infra-estrutura o custo da tecnologia,
que ainda ¢ muito alto. O segredo para reduzir custos e viabilizar economicamente a

produgdo estd na primeira e segunda fase desse processo (NEF, 2009).



O Brasil tem o dominio da tecnologia de alcool a partir da cana-de-agucar,
enquanto os EUA possuem a tecnologia para producao de etanol a partir de milho. No
Brasil, a transformagdo da celulose da cana em etanol devera ocorrer a partir de 2012
(NEF, 2009).

Estima-se que em 2020, o Brasil estard produzindo entre 10 e 17,3 bilhdes de
litros de etanol celulésico. Com acesso a mercados como EUA e Europa, poderd
faturar cerca de US$ 7,8 bilhdes por ano com exportacdes. New Energy Finance
(2009).

Uma grande vantagem acerca do bagago de cana como matéria-prima da
segunda geracdo ¢ a sua sustentabilidade dos pontos de vista social, econdmico e
ambiental.

Como o bagaco da cana ja esta dentro da usina, ndo ha custos fixos. E os custos
varidveis podem ser diluidos com ganho de escala.

Em comparacao com o etanol de amido de milho produzido nos EUA, o etanol
a partir dos residuos lignoceluldsicos de cana apresenta vantagens evidentes. Ainda na
primeira gerag¢do, o etanol da cana ja apresenta vantagem. Enquanto o milho exige
quebra enzimatica do amido em glicose, na cana a liberagdo da sacarose ¢ feita
fisicamente, pela moagem. Além disso, nos EUA hd uma complicada e cara logistica
de coleta, transporte e armazenagem, para a qual a induastria local ainda nao estd
preparada.

Os custos podem ser reduzidos ainda mais na segunda gera¢do. Unindo
tecnologias de primeira e segunda geragdo, ¢ possivel obter até 50% mais etanol por
hectare de cana, garantem as empresas e institutos de pesquisa que participam da
corrida tecnologica. Hoje, um hectare de cana rende em média 8.200 litros de etanol.
Com o processamento dos residuos o rendimento pode saltar para quase 130.000 litros
(RBB, 2007).

O ganho de produtividade também d4& ao Brasil mais dois selos: de
sustentabilidade social e ambiental. Social porque, produzindo mais na mesma area, a
cana ndo rouba a drea de produgdo alimentos. Ambiental porque ndo aumenta as
emissOes de gases do efeito estufa, pois ndo é necessario desmatar florestas para
ampliar a producao. Sao condigdes importantes para a abertura de novos mercados,
considerando que o Brasil tem sido fortemente cobrado pela comunidade
internacional. Em 2008, o etanol brasileiro de cana chegou a ser apontado como um
dos maiores vildes do aquecimento global e da inflagdo dos alimentos. Hoje, € visto

como parte da solucao.



2.4. Lignina

A palavra lignina vem do latim lignum, que significa madeira. Trata-se de um
dos principais componentes dos tecidos vasculares de gimnospermas e angiospermas.
Sabe-se que a lignina tem um importante papel no transporte de agua, nutrientes e
metabolitos, sendo responsavel pela resisténcia mecanica de vegetais, além de proteger
os tecidos contra o ataque de microorganismos. (FENGEL & WEGENER, 1984).

A lignina ¢ uma substancia amorfa, de natureza aromatica e muito complexa, e
faz parte da parede celular e da lamela média dos vegetais. Apesar de todos os estudos
realizados até hoje sobre lignina, muitos pontos, relativos principalmente a sua
estrutura, permanecem em duvida. Isto decorre da grande diversidade da estrutura das
ligninas quando se passa de uma espécie vegetal para outra ou, até mesmo, dentro da
mesma espécie, quando sdo analisadas partes diferentes do vegetal. Pode-se observar
em eucaliptos cultivados na Europa ou no Brasil diferengas na constitui¢ao de suas
ligninas, devidas, principalmente, as diferentes condi¢des de solo e de clima. A lignina ¢é
um polimero de constitui¢do dificil de ser estabelecida, por causa ndo somente da
complexidade de sua formacgao, baseada em unidades fenilpropandides interligadas por
diferentes tipos de ligacdes, como também porque sofre modificagdes estruturais
durante seu isolamento das paredes celulares (MORAIS 1987, 1992).

Cabem aqui outras definicdes encontradas na literatura, além da defini¢dao
puramente quimica. Lignina ¢ um polimero derivado de unidades fenilpropandides
denominadas C6C3 ou, simplesmente, unidades C9, repetidas de forma irregular, que
tém sua origem na polimerizagao desidrogenativa do alcool coniferilico (SALIBA et al.,
2001). A lignina deve ser definida claramente de acordo com o trabalho em questdo,
devido a grande diversidade de maneiras de tratamento para seu isolamento.
LAPIERRE (1993) classificou a lignina em core e ndo core, com base em sua
susceptibilidade relativa a hidrdlise.

- Lignina ndo core: consiste de compostos fendlicos de baixo peso molecular,
liberados da parede celular por hidrélise, que ¢ representada por &cidos p-
hidroxicinamico éster-ligados.

- Lignina core: consiste de polimeros fenilpropandides da parede celular,
altamente condensados e muito resistentes a degradacdo. Eles sd@o compostos de
unidades p-hidroxifenila (H), guaiacila (G) e siringila (S), em propor¢des diferentes, de

acordo com sua origem (Figura 04).
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Figura 04: Estruturas quimicas das unidades: p- hidroxifenila (a), guaiacila (b) e
siringila

(c) da lignina.

SARKANEM e LUDWIG (1971) observaram que a quantidade relativa da
fragdo molar de aldeidos produzidos pela reacdo de oxidacdo com nitrobenzeno é um
indicador da abundancia relativa das unidades C9 (H, G e S). Assim, numa classifica¢ao
inicial da lignina segundo a presenca dessas unidades, tem-se que: lignina de madeiras
duras, ou angiospermas, ¢ formada principalmente de unidades G e S; lignina de
madeiras moles, ou gimnospermas, ¢ formada fundamentalmente de unidades G; lignina
de gramineas ¢ do tipo G-S-H. Porém, existem ligninas de certas espécies de
gimnospermas e de gramineas que apresentam abundancia de G e S (CHEN, 1991).

Lignina de plantas herbéaceas ¢ do tipo S-G, sendo mais parecida com a lignina
de angiospermas que de gimnospermas (SARKANEN e LUDWIG, 1971). Portanto, em
uma conceituagdo mais precisa, a lignina pode ser classificadas nos seguintes grupos:
Tipo G; Tipo G-S; e Tipo H-G-S (CHEN, 1991; PILO-VELOSO et al., 1993). Em
estudos realizados por SALIBA et al. (1999a), pdde-se verificar que a lignina da folha
do milho ¢ do tipo H-G-S.

Em plantas herbaceas, a lignina ndo pode ser definida apenas como proveniente
de derivados de acidos fenolicos. Deve-se trabalhar com as defini¢cdes core e nao core
para se descrever o material residual e os componentes acidos hidroxicinamicos
liberados durante a hidrolise, respectivamente. Assim, essas definicdes, segundo

RALPH e HELM (1993), sdo convenientes para investigagdes dentro do aspecto
11



nutricional das forragens, bem como para comparar a composi¢ao das plantas, pois esta
terminologia discute aspectos moleculares da estrutura da lignina. Portanto, somente
derivados dos 4cidos hidroxicinamicos que estdo covalentemente ligados aos polimeros
da parede celular, sdo liberados durante a hidrélise, constituindo a chamada lignina ndo
core. Conseqiientemente, derivados de acidos hidroxicindmicos que compdem a lignina
através de ligagdes inter-resistentes a hidrodlise, pela definicdo, constituem as ligninas

core.

2.4.1. Biossintese da lignina

A lignina ¢ um polifenol formado a partir da ligacdo de varios grupos
fenilpropanodides (compostos fenodlicos contendo um anel benzeno). Esses grupos sdo
derivados de reagdes quimicas a partir da fenilalanina, sintetizada na via do acido
xiquimico, através da adicdo de grupos hidroxilas. A via do 4cido xiquimico ¢
responsdvel também pela sintese da tirosina, a qual também pode dar origem a outros
fenilpropanoides. No entanto, ¢ a fenilalanina o principal substrato para a formacao dos
grupos fenilpropandides constituintes da lignina. O inicio da sintese de grupos
fenilprapandides se d4 com a remocao de uma molécula de amonia da fenilalanina para
formagdo do acido cinamico. Este, com a adi¢do de grupos hidroxilas, pode gerar os

outros fenilpropandides, como o 4cido cumarico (Figura 05).
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Figura 05: Reacdo enzimatica da Fenilalanina amoénia liase (PAL) e sintese de lignina.

O 4acido cumarico sintetizado ¢ responsavel pela formagdo dos principais
precursores da lignina, os 4alcoois fenilpropandides cumaril, coniferil e sinapil
precursores das ligninas hidroxifenila (H), guaiacila(G) e siringila (S), respectivamente.
A sintese desses precursores ¢ mediada por acdo enzimatica. Estes compostos fendlicos
constituem os principais componentes da lignina podendo conferir diferentes
propriedades a este polimero (Taiz & Zeiger, 1998). Esses compostos ao final da
polimerizacdo formam uma estrutura heterogénea onde as subunidades basicas sdo

unidas por ligagdes carbono-carbono e ligagdo éter, conforme mostrado na Figura 06.
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Figura 06: Estrutura quimica parcial da lignina (PEREZ et al, 1993).

E importante destacar que a conversio da fenilalanina a acido cinimico ¢
catalisada pela enzima fenilalanina amoénia liase (PAL), sendo esta, provavelmente, a
enzima mais estudada no metabolismo secundario das plantas (TAIZ e ZEIGER, 1998).
A PAL esta situada entre o metabolismo primdrio e secundario, constituindo assim um
importante passo no controle do processo de formacao de compostos fenolicos. Estudos
com diferentes espécies de plantas tem mostrado que a atividade da PAL ¢ aumentada
por fatores ambientais, tais como baixos niveis de nutrientes, luz (através do seu efeito
sobre fitocromos), e ataques fungicos (Hahlbrock & Scheel, 1989). Tal fato vem em
parte justificar a grande variabilidade da lignificacdo em resposta a nutricdo das plantas
e ao estresse (VAN SOEST, 1994).

A regulagdo da atividade da PAL se da pricinpalmente no inicio da sua
transcri¢do e ¢ ainda mais complexa pela existéncia de miltiplos genes codificadores da
PAL em muitas espécies (TAIZ e ZEIGER, 1998). Este ¢ um importante aspecto a ser

levado em conta, principalmente quando o estudo do papel nutricional da lignina passa
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pela manipulagdo genética, como tem acontecido ultimamente (Chapple e Carpita,
1998; Boudet, 1998).

A lignina ¢ a principal fonte de compostos fendlicos nas plantas. A sua sintese
imediata se da com a formagdo de radicais livres a partir dos precursores
fenilpropanoides pela agdo de uma fenol oxidase. A formagdo desses radicais seguem
uma série de reagdes ndo enzimaticas para formar polifenois ou polimeros de lignina. A
falta de um molde na polimerizagdo resulta numa série de ligagcdes quimicas aleatorias,
as quais conferem a lignina um elevado grau de complexidade estrutural. Ligacdes
fortes carbono — carbono e éter (C — C; C — O — C; respectivamente) na lignina a tornam
resistente a hidrolise, tornando ainda mais dificil seu isolamento e analise estrutural
(JUNG E FAHEY, 1983). O mesmo ¢ ratificado por Van Soest (1994), destacando que
os produtos da polimerizacdo apresentam uma estrutura tridimensional condensada, a
qual explica porque a lignina ¢ tao refrataria a hidrdlise. Taiz e Zeiger (1998) afirmam
que os radicais livres formados a partir das unidades fenilpropanoides precursoras sao
gerados por acdo enzimatica, corroborando a proposta de Jung e Fahey (1983).

A polimerizagdo dos alcoois fenilpropandides envolve a formagdo de radicais
livres resultantes da reagdo com oxigénio ou perdxido. Peroxidases assim como luz
ultra-violeta podem induzir a dimerizacao ou polimerizagdo. A polimerizacao resulta
em perda de identidade dos precursores. Sendo irreversivel, a polimerizagdo torna muito

dificil a identificacdo dos componentes da estrutura (VAN SOEST, 1994).

2.5. Celulose e hemicelulose

A celulose ¢ o mais abundante material organico existente na terra (HON e
SHIRAISHI, 2001). E um polimero linear de moléculas de celobiose que constitui
aproximadamente 50% da massa seca do bagago, apresentando em sua estrutura
subunidades de B-D glicose unidas por ligagdes gicosidicas do tipo B (1,4), como
mostrada na figura 07 (PEREZ et al., 2002). O conjunto de longas cadeias de celulose
(fibrilas elementares) dd origem as chamadas macrofibrilas, que ajudam a compor a

estrutura da parede celular.
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Figura 07: Estrutura quimica parcial da celulose.

O maquinario enzimatico complexo que sintetiza as cadeias de celulose estende-
se por toda a espessura da membrana plasmatica, com uma porg¢do posicionada para o
citosol onde capta seu substrato (UDP-glicose) e uma voltada para exterior celular
responsavel pelo alongamento e cristalizagdo da molécula, conforme figura 08

(SAXENA e BROWN, 2000).
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Figura 08: Um modelo plausivel da estrutura da celulose sintase.

A via proposta por Saxena e Brow (2000), demonstrada na figura 09, comeca
com a transferéncia de um residuo de glicose da UDP-glicose para um iniciador
(Sitosterol) na por¢ao interna da célula (etapa 1). Depois a cadeia ¢ alongada pela
transferéncia alguns residuos de glicose do UDP-glicose até atingir um tamanho critico
(etapas 2 e 3). Em seguida o Sitosterol ao qual o oligossacarideo esta ligado se dobra de
forma a passar para face externa da membrana (etapa 4). Uma enzima especifica separa
a cadeia de residuos de glicose do Sitosterol e a liga a celulase sintase (etapa 5). Nesse

momento o iniciador volta a conformagdo para o interior da membrana (etapa 7). Agora
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a celulose sintase adiciona inumeros residuos de glicosil usando UDP-glicose como

substrato.
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Figura 09: Mecanismo de biossintese de celulose ( SAXENA E BROWN, 2000)
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Associada a celulose esta a hemicelulose, que ¢ uma macromolécula complexa e
de estrutura bastante diversificada. Esse componente representa em torno de 25 a 30 %
da massa seca, sendo formada por ligacdes glicosidicas entre diferentes
monossacarideos, tais como: B-D-xilose, B-D-manose, -D-galactose, e a-L-arabinose,
acidos a-D-glicurénico, e [-D-galacturonico bem como grupamentos 4-O-metil
(PEREZ et al., 2002; HON e SHIRAISHI, 2001).

As hemiceluloses de angiosperma e de gimnosperma diferem-se ndo apenas em
teor, mas também em sua composic¢ao, sendo que na primeira o principal componente ¢
uma glicuronoxilana (Figura 10 A). J4 na segunda, a galactoglicomanana ¢é a

hemicelulose predominante (Figura 10 B).
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Figura 10: Estrutura quimica parcial das hemiceluloses: (A) O-acetil-4-O-
metilglicuronoxilana de angiospermas; (B) O-acetil-galactoglicomanana de

gimnosperma



2.6. Programa de melhoramento desenvolvido pela RIDESA

A Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro-
RIDESA, a qual foi instituida ap6s a extingdo do PLANALSUCAR, ndo somente deu
continuidade ao programa de desenvolvimento de novas cultivares realizado por este
ultimo programa, como também o ampliou para atender a crescente demanda do setor,
inclusive com o desenvolvimento de cultivares precoces.

Segundo Barbosa et al. (2005), o programa de melhoramento da RIDESA tem
como ponto forte a parceria com usinas ¢ destilarias, as quais tém participado do
desenvolvimento das cultivares desde as etapas iniciais do programa. Esse trabalho de
parceria permite ao produtor e ao melhorista definir a melhor estratégia de manejo para
as novas cultivares desenvolvidas.

Até o presente momento, 78 cultivares ja foram liberadas pela RIDESA, sendo
trés delas, RB867515, RB928064 e RB937570, desenvolvidos pela Universidade
Federal de Vigosa. As cultivares de sigla RB, anteriormente desenvolvidas pelo
PLANALSUCAR, e atualmente pela RIDESA, estdo sendo cultivadas em 58% da éarea
plantada com cana-de-agticar no pais, chegando em algumas regides, a representar até
70% da area (RIDESA, 2010).

As metodologias empregadas no programa de melhoramento da cana-de-agucar
da RIDESA sdo relatadas por Barbosa e Silveira (2000), Barbosa et al. (2005) e
Matsuoka et al. (2005).

2.6.1. Cruzamentos

Os cruzamentos tem sido realizados na Estagdo de Floragdo e Cruzamento
localizado na Serra do Ouro, em Murici, AL, sob a responsabilidade da Universidade
Federal de Alagoas. Nesta Estacdo, de acordo com Barbosa et al. (2005) estdo reunidos
mais de 2000 genoétipos, entre cultivares utilizadas no pais, clones, outras espécies
relacionadas ao género Saccharum e cultivares importadas das diferentes regides

canavieiras do mundo.
2.6.2. Selecao
Assim como no extinto PLANALSUCAR, o processo de selecdo da RIDESA ¢

subdividido em cinco fases, as quais se convencionaram denominar fases T1, T2, T3,
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FM e FE, ou seja, primeira, segunda e terceira fase de selecdo, fase de multiplicagdo e

fase experimental, respectivamente.

e Primeira fase de selecao (T1)

A primeira fase de selecdo ¢ denominada T1, e ¢ constituida por “seedlings”
(plantulas) provenientes de cruzamentos pré-estabelecidos pelas universidades
constituintes da RIDESA. Anualmente sdo produzidos pela RIDESA, cerca de
2.000.000 de plantulas para esta fase. Juntamente com as plantulas, sdo alocadas no
campo parcelas de cultivares-padrdo, as quais sdo essenciais para se obter estimativas
prévias do Brix, além de servirem de referéncia na selecdo dos genotipos para
florescimento e chochamento.

No més de julho do ano subseqiiente ao transplantio, em plena época seca e fria,
¢ efetuado o corte em cana-planta. A selecdo de genotipos a serem clonados tem sido
realizada dos 10 aos 12 meses no estadio de cana soca. A selecdo em cana soca €
preferida por alguns programas de melhoramento,—uma vez que os gendtipos sao
submetidos a sele¢do natural em época de elevado déficit hidrico para a caracteristica
capacidade de rebrota (Lascano e Mariotti, 1970). Adicionalmente, algumas
universidades fazem a selecdo em duas épocas, abril e junho, de forma a se buscar,
naquela primeira época, genotipos que apresentem a importante caracteristica de
precocidade de maturagdo (Barbosa et al., 2005).

Na fase T1 seleciona-se preferencialmente, plantas que apresentem: a) mais de
seis colmos por touceira; b) colmos de idade fisioldgica semelhante e de diametro
médio; c) habito de crescimento ereto; d) tolerancia as principais doengas fungicas de
ocorréncia natural na regido; e) florescimento e chochamento ausentes; e f) Brix
semelhante ou superior ao das cultivares-padrdo (Barbosa e Silveira, 2000, Matsuoka et

al., 2005, Pedrozo et al., 2008).

e Segunda fase de selecao (T2)

A segunda fase de selecdo ¢ constituida por clones, os quais sdo selecionados na
cana soca da fase T1. Uma particularidade desta fase ¢ o uso do delinemaneto em blocos
aumentados-DBA, o qual possibilita a avaliagdo de um grande nimero de clones sem a
necessidade de utilizacao de repeti¢cdes, sendo uma boa alternativa para estagios iniciais

de selecao em programa de melhoramento de plantas ( De Souza et al., 2006).
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Na fase T2, devido aos mesmos problemas de baixas correlagdes entre o
comportamento em cana planta e soca, a selegdo ¢ efetuada em ambos os anos, tendo-se

como variavel-alvo a produgdo de Brix por unidade de area (Matsuoka et al., 2005).

o Terceira fase de selecio (T3)

A terceira fase de selegdo consiste na avaliagdo de algumas centenas de clones
selecionados em T2. Como relatado na fase anterior, na fase T3 o delineamento
utilizado também tem sido o delineamento em blocos aumentados (DBA), podendo este
ser duplicado ou ndo, ou ainda, dentro de um mesmo local ou em diferentes regides. No
caso de avaliagdo em mais de um local procede-se com a multiplicacdo dos clones
considerados.

Esta fase se caracteriza também, pelos testes de resisténcia a doengas, tais como
mosaico e carvao, os quais podem eventualmente serem realizados em casa de

vegetacao.

e Fase de multiplicacao (FM)

A fase de multiplicagdo consiste, basicamente, na multiplicagdo dos clones
selecionados na fase T3, para obtengdo de mudas a serem utilizadas na fase
experimental. A partir desta fase, as universidades trocam entre si os clones
selecionados.

Ap6s terem sido multiplicados, os clones selecionados sdo enviados a diversos
locais, em geral usinas e destilarias conveniadas, as quais variam de universidade para

universidade, onde sdo obtidas as mudas.

e Fase experimental (FE)

Na fase experimental, ainda nas usinas e destilarias conveniadas as
universidades, os clones promissores sdo avaliados em experimentos considerando-se o
delineamento estatistico em blocos ao acaso, por trés anos consecutivos e, quando
possivel, o experimento ¢ repetido trés vezes no mesmo local (Barbosa e Silveira, 2000;
Matsuoka et al., 2005). Segundo Ferreira et al. (2005) existe a necessidade do emprego
de no minimo trés cortes, para que a selecdo possa a ser praticada com previsibilidade

do valor real do genétipo acima de 80%.
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Paralelamente aos ensaios de competicdao, sdo conduzidos ensaios adicionais
com o intuito de se obter a curva de maturacao dos clones avaliados. O inicio da
amostragem para se obter a Pol % cana, que corresponde a porcentagem de sacarose
aparente contida na cana-de-agucar, fibra, pureza e acucares redutores, geralmente se

inicia em abril e se estende por sete meses, no centro-sul do Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Analises dos caracteres agrondomicos

O experimento foi conduzido no Centro de Pesquisa de Melhoramento de Cana-
de-Agucar-CECA, municipio de Oratérios, Minas Gerais. O plantio das mudas foi
realizado em julho de 2007.

Utilizou-se o delineamento em blocos aumentados. O experimento foi composto
por 286 clones e 2 testemunhas (RB867515 e SP80-1842) em 25 blocos. Os clones
foram selecionados de 13 familias de meios-irmdos e constituiram clones de primeira
geracdo de propagacdo vegetativa (Fase T2). As avaliagdes ocorreram na fase T2 em
cana-planta e cana-soca nos meses de julho de 2008 e 2009 respectivamente, foram
feitas avaliacdes de carater agrondmico e analises tecnoldgicas. A parcela experimental

constitui-se de um sulco de 5 metros de comprimento, espacados de 1,40 m.

3.1.1. Tonelada de cana por hectare (TCH)

O numero de colmos (NC) foi obtido por meio de contagem dos colmos dos 5
metros do sulco. A massa do colmo (MC) foi determinada por meio da pesagem em
dinamometro (com capacidade para 50 kg) de 10 colmos na parcela, escolhidos de
forma aleatoria. O valor obtido (MC /10)*NC) corresponde ao peso em 5 metros que

foi convertido para o peso por hectare, conforme féormula abaixo;

TCH = (MC /10) x NC) x (10000/7))/1000
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3.1.2. Diametro do colmo (DC)

Foi tomado por meio de paquimetro no quinto intrend contados da base para

cima em 10 colmos por parcela tomados aleatoriamente.

3.1.3. Comprimento dos colmos (AC)

Foi medido do comprimento a partir do nivel do solo até o primeiro dewlap

visivel obtidas em 10 colmos por parcela.

3.1.4. Numero de entrends por colmo (NE)

Foi obtido por contagem do niimero de entrends por colmos de uma amostra de

10 colmos por parcela.

3.2. Analises tecnologicas da cana-de-acucar

As andlises foram feitas na Usina Jatiboca (Urucania-MG), conforme descrito

em COPERSUCAR, (2001).

3.2.1. Determinacao do brix no caldo extraido (BRIX %)

A determinacdo do brix refratométrico ¢ o parametro mais utilizado nas
industrias de agucar e alcool. Expressa a porcentagem peso/peso dos solidos soluveis
contidos em uma solugdo. A leitura foi realizada em refratdmetro 6tico com corre¢ao
para 20°C. Cerca de 50 ml de caldo foram filtrados em algodao para realizagdo da
leitura. Com o auxilio de um bastao plastico, foram colocadas gotas de caldo filtrado

sobre o prisma do refratdmetro e em seguida, feita a leitura do brix.

3.2.2. Determinacao da fibra na cana-de-acucar (FB %)

A fibra ¢ matéria seca, sendo insolivel em dgua contida na cana-de-acucar. Na
fibra industrial o valor refere-se a analise da matéria-prima e, portanto, inclui as
impurezas ou matérias estranhas que provocam aumento dos so6lidos insolaveis. A fibra

foi determinada em fun¢ao do brix do caldo extraido da prensa hidraulica, peso do
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bagago imido (PBU) onde é peso umido (grama) do bagago ou residuo resultante da
prensagem de 500g de cana ou matéria prima. Para o estado de Minas Gerais ¢ utilizado
a seguinte equagao:

F % =(0,1417 x PBU - 7,8333)

3.2.3. Determinacio da pol no caldo extraido (POL %)

A pol ¢é a porcentagem em massa de sacarose contida em uma solugdo agucarada
de peso normal, determinada pela capacidade que os agucares tém de desviar a luz
polarizada em uma unica direcdo, sendo determinada por métodos sacarimétricos
(polarimetros ou sacarimetros).

Pol % = (1.0078 x leit. Sacar. + 0.0444) x (0.2607 - 0.001 x Brix)

3.2.4. Determinacio da pol na cana-de-acucar (PCC %)

A pol na cana ¢ obtida em fun¢do da pol no caldo extraido multiplicado pela
fibra e pelo coeficiente “C” que transforma a pol no caldo extraido em pol % cana. O
coeficiente “C” representa a transformagao do caldo extraido em todo o caldo absoluto,
ou seja, ¢ a extragao de todo caldo proveniente da prensa hidraulica.

C=1(0,9961 - 0,0041 x FB)
PCC % =polx (1-0,01 x FB)x C

3.2.5. Determinacido da pureza no caldo (Pureza %)

A pureza ¢ a porcentagem de sacarose (pol) contida nos sélidos soluveis (brix),

sendo o principal indicador de maturacdo da cana-de-agucar.

Pureza = pol / brix x 100
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3.2.6. Determinacido da matéria seca (MS %)

O peso do bagaco imido (PBU) ¢ peso timido (grama) do residuo resultante da
prensagem de 500g de cana ou matéria prima. O peso do bagago seco (PBS) foi obtido
pela secagem dessa mesma amostra a 65° C até peso constante. Logo a % de MS ¢

determinada pela seguinte formula:

%MS = (PBS x 100)/PBU

3.3. Analises da composicio da parede celular

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia Molecular do
Departamento de Biologia Vegetal ¢ no Laboratorio de Celulose e Papel do

Departamento de Engenharia Florestal, ambos da Universidade Federal de Vicosa.

3.3.1. Lignina (LIG)

Dez colmos dos individuos da populagdo analisada foram desintegrados e
homogeneizados em uma prensa hidraulica. O caldo foi extraido, o bagaco seco em
estufa por 24 horas a 105 °C e logo em seguida, moido e separado através de uma malha
de 0,4 mm.

Os extrativos da amostra (2 a 3 gramas) foram sucessivamente extraidos com
200 mL de etanol 95% (NREL, 2004) em uma unidade de extracdo Sohxtec
(MARCONI MA-004/491). Antes da extragdo, o material foi mantido em estufa por 24
horas a aproximadamente 45 °C.

As amostras livres de extrativos foram secas a 45 °C. Aproximadamente 300
mg do material foi colocado em tubos de 100 mL e adicionou-se 1,5 mL de H,SO4 72%
(v/v). Os tubos foram incubados a 45 °C por 7 minutos e apds esse tempo, 20 ml de
agua destilada foi adicionado para dilui¢do do 4cido. As amostras foram autoclavadas a
121 °C, 15 psi por 30 minutos (ROCHA, 2000). A lignina foi separada do material
hidrolisado da parede celular por filtragdo e o residuo lavado com 20 mL de agua
destilada para a méaxima remog¢do dos hidrolisados. A fracdo liquida do filtrado foi
reservada e diluida em 100 mL. O processo de filtragem foi feito sob vacuo utilizando-
se cadinhos de vidro sinterizado (Laborglas 2D 50mL), previamente pesados e

identificados, os quais eram acoplados a um kitasato. Os cadinhos com sedimento de
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lignina foram secos em estufa a 105 °C, até peso constante, e o teor de lignina Klason
determinado gravimetricamente.

O teor de lignina soluvel foi determinado a partir de uma dilui¢do de 1:10 do
hidrolisado por espectrofotometria utilizando-se um comprimento de onda de 205 nm e
um coeficiente de extingdo de 105 L.g'.cm” (DENCE, 1992). Utilizaram-se trés

repeticoes na analise de cada clone.

3.3.2. Celulose e hemicelulose (CEL e HEM)

As analises de celulose e hemicelulose foram realizadas em 20 genotipos, sendo
10 que possuem maior teor de lignina e 10 que possuem o menor teor de lignina.

Aliquotas dos hidrolisados do teor de lignina foram centrifugados a 10.000 x g,
filtradas em membrana de nylon de 0,45 um e analisadas em sistema cromatografico
Shimadzu modelo LCI0AD, provido de um amostrador automatico SIL 10A,
desgaseificador de fase mével modelo DGU 14A, forno de aquecimento de coluna
modelo CTO 10A e detectores RID 10A para indice de refracdo e SPD-M10Avp com
rede de fotodiodos para espectrofotometria no ultravioleta. A analise foi realizada em
coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) a 65°C, precedida por pré-coluna Cation-H e
eluida com fase movel H,SO4 8 mM a uma vazao de 0,6 mL/min. A quantificagdo foi
efetuada por padronizagdo externa, com base em curvas de calibragdo construidas para
cada componente monitorado, celobiose, glicose, xilose, arabinose, dcido férmico, acido

acético, hidroximetilfurfural e furfural, conforme a norma TAPPI 222 om-88.

3.4. Conversao de celulose e hemicelulose em glicose (GLIC)

3.4.1. Pré Tratamento do bagaco

Foram selecionados para determinagdo da GLIC 20 genoétipos, sendo os 10 que
possuiram maior teor de lignina e os 10 que possuiram o menor teor de lignina. O
bagacgo de cana triturado, na concentragdo 10% p/v foi submetido a um pré-tratamento
em acido sulftrico 0,5% a 121° C em autoclave por 30 minutos. Posteriormente o
liquido foi coletado por filtracdo a vacuo e o residuo sélido foi lavado cinco vezes com

100 mL de agua deonizada quente seguido de secagem a 50° C por 24 horas.
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3.4.2. Ensaio enzimatico e preparo da amostra para cromatografia liquida

A amostra de 1,5 g de bagago seco foram adicionados 30 mL de solugio de
tampao citrato 50 mM. Apds a homogeneizacdo, foram adicionados 520 puL do pool de
enzimas (Cellulase from Trichoderma reesei ATCC 2694) para conversdo de
hemicelulose e celulose a glicose.

A solugao foi incubada a 52° C sob agitacdo de 150 rpm por 24 horas. Aliquotas
de 1 mL foram retiradas de 4 em 4 horas para analise de producao de glicose.

As aliquotas foram centrifugadas a 12.000 x g para retirada de sedimentos do

bagaco e filtradas em membranas de 0,22 um.

3.4.3. Identifica¢do e Quantificacio de Glicose por CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia)

A analise foi realizada em um Cromatdgrafo Liquido de Alto Desempenho
(HPLC), SHIMADZU , modelo SPD-10A VP acoplado a um detector de indice de
Refracdo marca RID-6AD. Coluna: Supelcosil — TmLC-NH2 (Supelco) de 30 cm x
4.5 mm de didmetro com fluxo de 0,9 ml/minuto. Pressao na Coluna de 41 Kgf. A fase
moével foi Acetonitrila /Agua (80:20) ¢ o volume injetado foi de 20 pL. Os resultados
foram comparados com uma curva padrao, construida com concentragdes conhecidas de
glicose ( Y= 661,89X + 104090, R* = 0,9982) onde Y corresponde a area do pico no

cromatograma e X concentragao de glicose na amostra.

3.5. Analises estatisticas

3.5.1. Analise via modelos mistos

As andlises estatisticas referentes ao conjunto de dados registrados na fase T2
para as caracteres TCH, DC, AC, NE, BRIX, FB, POL, PCC, Pureza, MS, LIG, CEL,
HEM e GLIC foram realizadas pelo procedimento REML/BLUP, onde os componentes
de variancia foram estimados pela méaxima verossimilhanca restrita (REML) e os
valores genotipicos preditos pela melhor predi¢do linear ndo viesada (BLUP), conforme
enfatizado por Resende (2002b).

As analises genético-estatisticas foram realizadas por meio do software

computacional Selegen - REML/BLUP (Resende, 2002a e 2002b).
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Dois modelos de andlise foram considerados, ou seja, o modelo 20 (teste de
clones no delineamento de blocos ao acaso com uma medi¢ao por parcela) o qual foi
utilizado para analisar o conjunto de dados referentes as variaveis CEL, HEM e GLIC o
modelo 70 (Delincamento em Blocos Aumentados com Testemunha de Efeito
Aleatoério), o qual foi utilizado para analisar o conjunto de dados referentes as varidveis
TCH, DC, AC, NE, Acam, BRIX, FB, POL, PCC, Pureza, MS e LIG. Os valores
iniciais considerados para os pardmetros e para a taxa de erro foi de 0,00001

O modelo 20 ¢ 70 sao descritos abaixo (Resende, 2002a, 2002b).

3.5.1.1. Modelo 70

Este modelo ¢ adequado para andlise de delineamento em blocos aumentados

com medidas repetidas, testemunha como efeito aleatorio.

O modelo estatistico ¢ dado por:

y=Xm+Zg+Wb+Tp+e

em que:

y: € o vetor de dados

m: é o vetor dos efeitos assumidos como fixos (medig¢des)

g: ¢ o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatorios)

b: efeito fixo do j-ésimo bloco (j =1, 2...., B)

p: € o vetor dos efeitos ambientais de blocos (assumidos como aleatorios)
e: e ¢ o vetor de erros ou residuos (aleatérios)

X, Z, W e T: as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

O arquivo de resultados pelo modelo 70 forneceu os seguintes componentes de

variancia (REML individual) e componentes de média (BLUP individual):
1. Componentes de variancia
V,: variancia genotipica

Vbloc: variancia ambiental entre blocos
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Vperm: variancia de ambiente permanente

V.: variancia residual (ambiental)

Vi variancia fenotipica individual

hzg: herdabilidade individual no sentido amplo no bloco, ou seja, dos efeitos genotipicos
r: repetibilidade de parcelas individuais.

c2bloc = ¢?: coeficiente de determinacéo dos efeitos de bloco.

c2perm = ¢*': coeficiente de determinacio dos efeitos de ambiente permanente.

m: média geral do experimento.
2. Componentes de média (BLUPs individuais)

Os efeitos genotipicos (g =a + d) e os valores genotipicos preditos (u + g) foram

utilizados para computar os ganhos genéticos e a média da populagdo melhorada.
3.5.1.2. Modelo 20

O modelo estatistico ¢ dado por:
y=Xr+Zg+e

em que:

y: € o vetor de dados

r: € 0 vetor dos efeitos de repeti¢ao (assumidos como fixos)

g: ¢ o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatérios)

e: e € o vetor de erros ou residuos (aleatorios)

X, Z, W e T: as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.
Em relacdo ao arquivo de resultados pelo modelo 20, os seguintes componentes

de variancia (REML individual) e componentes de média (BLUP individual) foram

fornecidos:
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1. Componentes de variancia

V,: variancia genotipica

V.: variancia residual (ambiental)

Vi: variancia fenotipica individual

hzg: herdabilidade individual no sentido amplo no bloco, ou seja, dos efeitos
genotipicos

h®me: herdabilidade da média de clone, assumindo estande completo

Acclon: acuracia da seleg¢do de clones, assumindo estande completo

m: média geral do experimento.
2. Componentes de média (BLUPs individuais)

Os efeitos genotipicos (g = a + d) e os valores genotipicos preditos (1 + g)

foram utilizados para computar os ganhos genéticos ¢ a média da populagao melhorada.
3.5.2. Analise de trilha

Para obtengdo da matriz de correlagdo foram utilizados os valores genotipicos
preditos fornecidos pelo programa Selegen. Realizou-se também o diagndstico de
multicolinearidade nas matrizes de correlagdes genotipicas das varidveis explicativas
(TCH, DC, AC, NE, Brix, FB, POL, PCC, Pureza, MS, LIG, Hem e Cel) sobre a
variavel principal (Glic), de acordo com critérios estabelecidos por MONTGOMERY &
PECK (1981), resultando em multicolinearidade severa. Na ocorréncia de
multicolinearidade severa entre as varidveis explicativas sobre a variavel principal,
adotou-se a eliminagdo dos caracteres do modelo de regressdo que estdo provocando
maiores problemas: Brix, PCC, Pureza e MS.

Neste contexto, realizou-se desdobramento das correlagdes que ndo apresentaram
multicolinearidade severa em efeitos diretos e indiretos por meio da andlise de trilha
desenvolvida por WRIGHT (1921), citado por CRUZ et al. (2004). Um esquema de
diagrama causal mostrando o inter-relacionamento das varidveis analisadas ¢
apresentado na Figura 11. Nesses diagramas, a seta unidirecional indica efeito direto
(coeficiente de trilha) de cada varidvel explicativa, enquanto a seta bidirecional
representa a interdependéncia de duas variaveis explicativas, cuja magnitude ¢

quantificada pela correlagdo dos valores genotipicos.
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Figura 11: Diagrama ilustrativo das relacdes de causa e efeito das varidveis
explicativas (X, X; e X3) e residual (U) sobre a variavel principal (Y). Pi:

medida do efeito direto da varaivel i:

A diagnose da multicolinearidade, e as andlises de trilha foram efetuadas pelo

programa computacional GENES (CRUZ, 2001).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estimativas dos Parametros genéticos

O sucesso de qualquer programa de melhoramento depende, essencialmente, da
quantidade de variabilidade genética existente na populagdo base a ser explorada, da
herdabilidade do carater que esta sendo melhorado e da extensdo do ganho genético
possivel para este carater. As estimativas dos pardmetros genéticos referentes a fase T2,
primeiro e segundo corte podem ser observadas na tabela 3.

Na fase T2 detectou-se relagdo CV/CV. superior a unidade para o carater
diametro do colmo (DC) (1,04), e maior valor h2g ( 0,5187) refletindo uma situagdo
favoravel para selecdo. Similarmente Singh et al. (1981) relataram uma menor
influéncia do ambiente nos caracteres DC, ao estudar 48 cultivares de cana-de-agucar.

Dentre os varios parametros genéticos estudados em uma populagdo, o mais
considerado por melhoristas, com o intuito de investigar a natureza da variabilidade
observada, segundo Falconer (1980), ¢ a herdabilidade, devido ao fato desta levar em

conta todos os componentes de variancia.
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Tabela 3 .Estimativas dos parametros genéticos obtidos pelo procedimento
REML/BLUP utilizando 286 gendtipos de cana-de-acucar, referentes ao
primeiro e segundo corte da segunda fase de sele¢do (T2). Vigosa, 2010.

O]

Caracteres

Parimetros”? TCH POL FB DC AL NE LIG
6’y 229,847 0,017 0,122 0,039 0032 1,105 0333
6 bloc 7,51 0,046 0,076  0,0022 0,023 0271 0,041
o’ 654,694 2,539 1,767 0,036 0,096 3,859 3,013
o’ 911,223 2,759 1,987 0,076 0,152 5278 3,53

) 02522  0,0360  0,0615 05187 02078 0,2094 0,0944
ok +0,0553 + 0,0085 +0,0271 +0,0788 +0,0499 +0,0500 +0,0336
CV, 18,836 0,776 3,159 7,552 6,670 5490 2,355
CV. 31,789 9,483 12,021 7,256 11,553 10,260 7,083
CV,/CV. 0,593 0,082 0263 1,041 0577 0535 0,332
) 02815  0,0796  0,1107 0,5286 0,3689 0,2689 0,1464

+0,0584 + 0,0309 +0,0364 +£0,0795 +£0,0664 +0,0567 +0,0419
m 80,489 16,803 11,058 2,615 2,682 19,147 24,507

(1) TCH: toneladas de colmos por hectare; POL: porcentagem aparente de sacarose contida no caldo de cana, FB: porcentagem de
fibra; DC: didmetro de colmos; AC: altura de colmos; NE: ntimero de entrends por colmo e LIG: porcentagem de lignina no bagago.

(2) Estimativas dos componentes de variancia genotipica entre clones (62g), varidncia ambiental entre blocos (62bloc), varidncia
residual (ambiental) (c2e), variancia fenotipica individual (c2f), herdabilidade em nivel de individuo no sentido amplo no bloco
(h2g) + desvio, repetibilidade de parcelas individuais (r), coeficiente de variagao genético (CVg), coeficiente de variagdo ambiental

(CVe), relagdo coeficiente de variagdo genético (CVg) / coeficiente de variagdo ambiental (CVe) e média geral (m)

Bressiani (1993) também relatou grandes variagdes nas estimativas de
herdabilidade entre as trés primeiras fases de selecdo. De acordo com este autor tal fato
pode ser atribuido, principalmente, a trés fatores: baixa precisdo na determinagdo do
valor médio dos pais, numero de cruzamentos envolvidos no estudo e interagcdo entre
genotipos e fases de selegao.

Geralmente, a selegdo visual realizada na fase inicial, em grande parte dos
programas de melhoramento da cana-de-agtcar, € realizada de forma indireta, ou seja, a
selecdo do carater principal baseia-se em caracteres secundarios. Dentre outros
caracteres considerados nesta fase, maior énfase tem sido dada a avaliacao do Brix e
resisténcia a algumas doencas, como ferrugem e carvao, por apresentarem maior
herdabilidade (Skinner et al., 1987, Bressiani, 2001; Matsuoka et al., 2005). Pela
magnitude das estimativas de h’, e da relagio CV,/CV,. para o DC, maior avango

genético esperado - AGE seria esperado caso para este carater.
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Adicionalmente, observou-se também que os desvios associados as estimativas
de h2g foram moderados, exceto para o carater lignina, o qual apresentou valor cerca de
37% da estimativa de h2g para o carater e ambiente em questao.

Outro parametro importante para sele¢do de clones em cana-de-agucar ¢ a
repetibilidade. No Brasil tem sido realizadas cinco colheitas em anos sucessivos para
determinada area plantada. Logo, para efeito de selecdo dos clones se faz necessario
obter inferéncias sobre o numero de colheitas que deveriam ser realizadas em
experimentos de competicdo de clones, para se obter elevada determinagdo sobre o
valor real dos gendtipos.

Neste sentido, observa-se pela Tabela 3 que a repetibilidade foi baixa para a
maioria dos caracteres avaliados, o que indica que ndo houve regularidade na repeti¢ao
do carater entre cana-planta e soca. A predi¢do do valor real dos individuos com duas
medi¢des conduziram a coeficientes de determinagio (R”) na ordem de 69% para DC ¢
de apenas 12% para POL. Logo a selecdo para tais caracteres nesta fase deve ser branda,
uma vez que torna invidvel aumentar o nimero de colheitas para 5 ou 6 visando
incrementar a determinagao para cerca de 80% ou mais.

Na fase T2, milhares de genotipos t€m sido avaliados pela RIDESA, no entanto
apenas cerca de 20%, em média, sdao selecionados. Para tanto tem sido utilizado
Delineamento de Blocos Aumentados- DBA (Federer, 1956). Este delineamento
permite a avaliagdo dos genotipos sem a necessidade de emprego de repeti¢des,
contornando assim, o problema relacionado a limitagdo de material propagativo,
observados nas fases iniciais de selecdo, e possibilitando a avaliagdo de um grande
numero de genoétipos. Souza, Peternelli e Barbosa (2006) sugerem o uso do DBA, uma
vez que esses autores observaram a oOtima eficiéncia do DBA em relacdo a outros
delineamentos avaliados para predicdo dos valores genotipicos e estimativas de

parametros genéticos.
4.2. Predicao dos valores genotipicos

O sucesso do melhoramento genético depende, sobretudo, da adogdo de
procedimentos acurados de sele¢do, os quais se baseiam tanto na estimag¢dao dos
componentes de variancia, quanto na predi¢do dos valores genéticos. Como relatado por
Resende (2002), no caso de selecdo e clonagem de gendtipos avaliados em testes de
progénies, torna-se imprescindivel a predi¢ao dos valores genotipicos e ndo apenas dos

valores genéticos aditivos.
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As médias genotipicas (m) e os avancos genéticos esperados (AGEs) sob trés
propor¢oes de selecdo (10, 20 e 40%) dos caracteres avaliados na fase T2 estdo
apresentados na Tabela 4. Os AGEs na propor¢do de selegdo de 10%, para todos os

caracteres avaliados foram quase duas vezes superiores que na proporcao de selecdo de

40%

Tabela 4. Médias genotipicas (m) e avangos genéticos esperados (AGEs) para trés
propor¢oes de selecdo (10, 20 e 40%), para os caracteres avaliados na
segunda fase de selecdo (fase T2). Vigosa, 2010.

Avanco genético esperado

Proporcao de Selecao (%)

10 20 40

Caracteres m % de m

TCH (ton) 80,49 22,27 17,48 11,53
POL (%) 16,80 0,14 0,11 0,08
FB (%) 11,06 2.03 1.59 1.08
DC (cm) 2,61 11,87 9,04 6,14
AC (m) 2,68 7,03 5,57 3,85
NE 19,15 6,14 4,67 3,13
LIG (%) 24,51 1,79 1,43 0,98

(T) TCH: toneladas de colmos por hectare; POL: porcentagem aparente de sacarose contida no caldo de cana, FB: porcentagem de

fibra; DC: diametro de colmos; AC: altura de colmos; NE: niimero de entrenés por colmo e LIG: porcentagem de lignina no bagago.

Considerando a fase T2, com exce¢do da TCH, observa-se que o carater DC foi
um que apresentou o maior AGE nas trés proporgoes de selegao (11,87, 9,04 ¢ 6,14%
para as propor¢des de 10, 20 e 40%, respectivamente). Este resultado, aliado as maiores
estimativas obtidas para a relacdo CV,/CV,, e herdabilidade para a DC evidencia que
grandes ganhos podem ser obtidos com a selecdo para este cardter na fase T2. Estes
resultados estdo de acordo com aqueles relatados por Sharma e Singh (1998), que ao
avaliar geno6tipos de trés diferentes origens observaram taxas de AGE que variaram de
9,60 a 12% para DC. O carater lignina, por outro lado, foi o que apresentou um dos
menores AGE (1,79, 1,43, e 0,98% para as propor¢coes de 10, 20 e 40%
respectivamente). Este resultado, aliado as menores estimativas obtidas para a relacdo
CV,/CV,, e herdabilidade para a lignina evidencia a necessidade de avaliar a
variabilidade genética de lignina em outras populacdes, uma vez que nesse presente

estudo os ganhos estimados foram muito baixos.
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4.3. Analise de trilha

O estudo de correlagdes ¢ uma medida de associagdo e ndo permite tirar
conclusdes sobre o estudo da relacdo de causa e efeito. Por isso, procedeu-se a analise
de trilha, que investiga a relacdo de causa e efeito. Silva et al. (2005) mencionam que
esta analise proporciona um conhecimento detalhado das influéncias dos caracteres
envolvidos, e justificam a existéncia de correlagcdes positivas e negativas, de alta e baixa
magnitude, entre os caracteres estudados.

Para a andlise de trilha foram utilizados os valores genotipicos de vinte clones,
sendo dez clones com maior teor de lignina e outros dez com menor teor (Tabela 4).
Observou-se diferenca de 20%, aproximadamente, entre os valores genotipicos para a
glicose liberada pela hidroélise enzimatica dos clones classificados com maior ¢ menor
teor de lignina. As diferengas porcentuais entre os valores genotipicos para os demais
caracteres foram menores, sendo 8% para TCH.

Conforme observado na Tabela 6, os caracteres que apresentaram correlagdes
significativas com a glicose liberada na hidrdlise enzimdtica foram: didmetro do colmo
(-0.478); lignina (-0.4829); celulose (-0.6335); e hemicelulose (0.8188). Depreende-se
desses resultados que a liberacdo de glicose na hidrélise enzimatica encontra-se
diretamente relacionada a quantidade de hemicelulose presente no bagaco da cana-de-
actucar. Com relacdo ao didmetro do colmo, teor de lignina e celulose as estimativas
revelaram correlagdo negativa, o que demonstra uma associacdo inversa entre 0s
caracteres.

Cruz & Carneiro (2003) ressaltam que quando um carater correlaciona-se
positivamente com alguns e negativamente com outros, hd a indicagdo de se ter um
cuidado adicional, pois, ao selecionar-se um determinado carater, pode-se provocar
mudangas indesejaveis em outros. Tais correlagdes sdo indicacdo da dificuldade que
poderéd haver em selecionar clones que venham a ter elevada eficiéncia de sacarificacao
a partir do bagaco.

Para obten¢ao dos efeitos diretos e indiretos da analise de trilha, é necessario que
a matriz X’X seja bem condicionada. Problemas de multicolinearidade podem torna-la
singular, e fazer, conseqiientemente, com que as estimativas de quadrados minimos nao
sejam vidveis (Cruz, 2001). O diagnéstico da multicolinearidade da matriz de
correlacdes genotipicas, apos terem sido eliminados os caracteres Brix, PCC, Pureza e

MS, indicou Numero de Condi¢do menor que 100, o que caracteriza multicolinearidade
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fraca e ndo se constitui em um problema para a analise de trilha conforme

MONTGOMERY & PECK (1981).
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Tabela 5: Valores genotipicos dos caracteres agronomicos ¢ bioquimicos dos 20 clones selecionados para maior
e menor teor de lignina.

Clone Lignin TCH POL FB DC AC NE Cel Hem Glic
a(%) (ton) (%) (%)  (em)  (m) (%) (%) (%)
50 2529 89,35 16,82 11,37 2,27 2,61 20,68 45,09 31,7 9,29
321 25,17 79,66 16,79 11,01 2,88 2,79 20,12 4439 31,95 10
349 25,13 66,56 16,81 11,01 29 2,69 19,49 44,53 30,19 9,44
8 25,07 80,81 16,82 11,06 2,52 2,59 19,53 44,56 32,74 10,02
140 25,03 81,12 16,81 11,28 2,93 2,69 19,78 44,83 33,27 9,21
322 25,02 84,66 16,83 11,04 2,57 2,74 18,85 44,63 33,1 9,72
323 2499 87,75 16,8 11,09 2,85 2,77 19,03 43,78 32,62 8,9
20 24,99 76,78 16,82 10,98 2,52 2,74 20,13 46,08 31,17 9,81
87 2499 79,29 16,81 11,35 2,45 2,6 19,12 442 30,86 10,39
164 2494 95,04 16,81 11,3 2,47 2,59 18,51 4439 30,46 8,59
121 24,52 80,56 16,79 11,08 2,56 2,67 18,42 4391 31,12 10,15
175 24,06 83,36 16,8 11,1 2,59 2,72 19,77 44,55 3433 11,99
89 24,06 83,84 16,81 11,14 241 2,66 18,75 46,75 31,06 12
58 24,06 84,89 16,77 10,92 2,82 2,73 18,88 47,37 31,45 10,71
45 24,03 78,57 16,79 10,95 2,57 2,54 19,54 45,14 35,13 11,13
75 24,04 63,76 16,81 11,09 2,77 2,54 18,45 44,65 31,42 14,07
166 24,02 6993 16,81 11,03 2,68 2,6 19,29 46,5 32,87 9,99
53 2398 78,1 16,8 10,91 2,41 2,69 17,83 43,04 38,5 13,8
66 2395 6423 16,8 11,05 2,57 2,41 19,39 4591 32,35 12,05
146 23,88 71,23 16,8 10,98 2,23 2,59 19,07 41,08 3343 12,73

Média (10 mais) 25,06 82,10 16,81 11,15 2,64 2,68 19,52 44,65 31,81 9,54
Média (10 menos) 24,06 75,85 16,80 11,03 2,56 2,62 18,94 44,89 33,17 11,86

(I)  TCH: toneladas de colmos por hectare ; POL: porcentagem aparente de sacarose contida no caldo de cana, FB: porcentagem de fibra; DC: diametro de colmos,
AC: altura de colmos; NE: niimero de entrenos por colmo; LIG: porcentagem de lignina no bagacgo; CEL: porcentagem de celulose no bagago; HEM: porcentagem

de hemicelulose no bagaco e GLIC: Glicose produzida na hidrolise enzimatica.
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Tabela 6. Coeficiente de correlagdo entre dez caracteres, avaliados em cana-de-agticar

Caracteres”  POL FB DC AC NE LIG CEL HEM GLIC
TCH 0.0196  0.4199  -0.1817  0.4433*  0.043 0.4209 0.042 -0.2178 203192
POL 04169  -0.2867  -0.083  0.2031 03951  -0.0574 -0.1035 -0.1668
FB -0.1895  -0.171  0.2334  0.483*  -0.008 -0.2360 0386
DC 03692  0.0864  0.067 0.2868 -0.4376 -0.478*
AC 0.0866  0.3112  -0.0258 -0.1397 -0.165
NE 0.4866*  0.2246 -0.0836 203861
LIG -0.1874 -0.2572 -0.4829%
CEL -0.6606** -0.6335%*
HEM 0.8188**

*%, *: Significativo a I e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.
(1) TCH: toneladas de colmos por hectare ; POL: porcentagem aparente de sacarose contida no caldo de cana, FB: porcentagem de fibra; DC: didmetro de colmos;
AC: altura de colmos; NE: nimero de entrenos por colmo; LIG: porcentagem de lignina no bagaco; CEL: porcentagem de celulose no bagago; HEM: porcentagem de

hemicelulose no bagacgo e GLIC: Glicose produzida na hidrélise enzimatica.
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Na analise de trilha na tabela 7 o carater lignina apresenta correlagdo negativa (-
0,4829) e efeito direto alto (-0,3617) na producdo de glicose a partir do bagago de cana,
o que indica que a sele¢do especifica da cana-de-aglicar com teores menores de lignina
pode proporcionar ganho na glicose liberada na hidrélise enzimatica. O efeito direto foi
0 que mais contribuiu (aproximadamente 75%) para correlagao.

A coorelacdo (-0,4829) demonstra que quanto maior o teor de lignina presente
no bagago menor serd a produgdo de glicose (Figura 12). A lignina é uma substancia
amorfa, de natureza aromatica ¢ muito complexa, e faz parte da parede celular ¢ da
lamela média dos vegetais (MORAIS 1987, 1992). Apesar de todos os estudos
realizados até hoje sobre lignina, muitos pontos, relativos principalmente a sua
estrutura, permanecem em duvida. Na produgdo de etanol celulésico, a lignina dificulta
o acesso de enzimas hidroliticas aos carboidratos fermentdveis, acarretando perdas no
processo e aumentando o custo de produgdo, uma vez que a enzima ¢ consumida no
decorrer do processo (OLIVA et al., 2006). Ha estudos que mostram que o acido
formico e as unidades precursoras de lignina inibem as celulases (PANAGIOTOU &
OLSSON, 2007; CANTARELLA et al. 2004). Além disso, a hidrofobicidade da lignina
pode promover a adsor¢do das celulases (JORGENSEN & OLSSON, 2006; LU et al.,
2002; BERLIN et al., 2005). Dixon et al. (2008) promoveram alteragdes nas etapas
finais da via de biossintese da lignina da alfafa (Medicago sativa). Apos a regulagdo de
duas enzimas da rota foi observado um aumento de 50 a 60% da eficiéncia de

sacarificagdo da biomassa.
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Figura 12: Quantifica¢do de glicose liberada apds hidrdlise enzimatica dos 10 clones
com maior teor de lignina (Quadrados) e os 10 clones com menor teor de lignina

(Losangos)

Quanto a celulose, o coeficiente de correlagdo com a glicose liberada na
hidrélise enzimatica foi negativo (-0,6335) e estatisticamente significativo, sendo seu
efeito direto elevado (-0,4167) (Tabela 7), correspondendo a 66%. Significa que quanto
o maior o teor de celulose menor a producdo de glicose a partir do bagacgo de cana. Essa
correlagdo pode ser explicada pela estrutura que a celulose apresenta. E um polimero
linear de moléculas de celobiose que constitui aproximadamente 50% da massa seca do
bagaco, apresentando em sua estrutura subunidades de B-D glicose unidas por ligagdes
glicosidicas do tipo p (1,4) (PEREZ et al., 2002). O conjunto de longas cadeias de
celulose (fibrilas elementares) d4 origem as chamadas macrofibrilas, que ajudam a
compor a estrutura da parede celular. Porém essas macrofibrilas organizam- se em uma
estrutura compacta e cristalina dificultando a acdo da enzima no processo de
sacarificagdo. Gould (2004) conduziu o pré tratamento para residuos agricolas e conclui
que ¢ um método simples e eficaz para melhorar a digestibilidade enzimatica da matéria
ligniniceluldsico (celulose e hemicelulose) para niveis onde a eficiéncia atinge cerca de
90%.

Na interpretagdo de uma analise de trilha deve-se levar em consideragdo alguns
pontos essenciais, conforme indicado por SINGH & CHANDHARY, (1979), citado por
VENCOVSKY et al. (1992). Se o coeficiente de correlagdo entre a variavel explicativa
e a variavel principal for igual ao seu efeito direto, em magnitude e sinal, esta

correlacdo explica a verdadeira associagdo existente. No presente trabalho, a situag¢do
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que mais se aproxima foi carater hemicelulose apresentou alta correlagdo positiva
(0,8188) com a eficiéncia de sacarificacao e efeito direto baixo (0,2437), o que indica
que a selecdo Unica deste carater pode ndo proporcionar ganho satisfatdrio na produgao
de glicose a partir do bagaco de cana (Tabela 7). Porém, nos remete a uma importante
colocacdo acerca do seu papel na estruturagdo da parede celular e sua influéncia na
eficiéncia de sacarificacao. A celulose ¢ constituida por regides amorfas e cristalinas. As
microfibrilas de celulose na regido amorfa sdo envolvidas por hemiceluloses e lignina.
Neste trabalho foi analisada a eficiéncia de sacarificagdo em residuo de bagacgo pré-
tratado. O pré-tratamento afrouxa a estrutura da fibra pela degradagdo dos dominios de
parede mais susceptiveis a este tratamento, sendo que o dominio cristalino das
microfibrilas de celulose apresentam elevada recalcitrAncia tanto a pré-tratamento
enzimatico quanto ao quimico. Assim, o efeito positivo do teor de hemicelulose
observado na eficiéncia de sacarifica¢do se explicaria pela redugdo da cristalinidade da

celulose o que a tornaria mais acessivel as enzimas hidroliticas (Figura 13).

Figura 13: Estrutura da parede celular: (A) presenca de celulose da forma compacta e

cristalina e (B) presenca da hemicelulose abrindo a estrutura da celulose.
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Tabela 7: Estimativas dos efeitos diretos e indiretos dos componentes: TCH, POL, FB,
DC, AC, NE, LG, CEL, HEM sobre a producdo de glicose a partir do bagago.

Caracteres"” Estimativa
TCH
Efeito direto sobre a glicose -0,2168
Efeito indireto POL -0,0014
Efeito indireto FB -0,0264
Efeito indireto DC 0,0664
Efeito indireto AC 0,0836
Efeito indireto NE -0,0018
Efeito indireto LIG -0,1522
Efeito indireto CEL -0,0175
Efeito indireto HEM -0,0530
Total
-0,3192
POL
Efeito direto sobre a glicose -0,0726
Efeito indireto TCH -0,0042
Efeito indireto FB -0,0262
Efeito indireto DC 0,1048
Efeito indireto AC -0,0156
Efeito indireto NE -0,0085
Efeito indireto LIG -0,1429
Efeito indireto CEL 0,0239
Efeito indireto HEM -0,0252
Total -0,1668
FB
Efeito direto sobre a glicose -0,0697
Efeito indireto TCH -0,0910
Efeito indireto POL -0,0302
Efeito indireto DC 0,0692
Efeito indireto AC -0,0322
Efeito indireto NE -0,0098
Efeito indireto LIG -0,1747
Efeito indireto CEL -0,0033
Efeito indireto HEM -0,0575
Total -0,386
DC
Efeito direto sobre a glicose -0,3656
Efeito indireto TCH 0,0393
Efeito indireto POL 0,0208
Efeito indireto FIB 0,0119
Efeito indireto AC 0,0696
Efeito indireto NE -0,0036
Efeito indireto LIG -0,0242
Efeito indireto CEL -0,1195
Efeito indireto HEM -0,1066
Total -0,4778
AC
Efeito direto sobre a glicose 0,1887
Efeito indireto TCH -0,0961
Efeito indireto POL 0,0060
Efeito indireto FIB 0,0107
Efeito indireto DC -0,1349
Efeito indireto NE -0,0036
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Efeito indireto LIG -0,1125

Efeito indireto CEL 0,0107

Efeito indireto HEM -0,0340

Total -0,165
NE

Efeito direto sobre a glicose -0,0420

Efeito indireto TCH -0,0093

Efeito indireto POL -0,0147

Efeito indireto FIB -0,0146

Efeito indireto DC -0,0315

Efeito indireto AC 0,0163

Efeito indireto LIG -0,1760

Efeito indireto CEL -0,0935

Efeito indireto HEM -0,0237

Total -0,3861
LIG Efeito direto sobre a glicose -0,3617

Efeito indireto TCH -0,0912

Efeito indireto POL -0,0286

Efeito indireto FIB -0,0304

Efeito indireto DC -0,0244

Efeito indireto AC 0,0587

Efeito indireto NE -0,0204

Efeito indireto CEL 0,0780

Efeito indireto HEM -0,0626

Total -0,4829
CEL Efeito direto sobre a glicose -0,4167

Efeito indireto TCH -0,0091

Efeito indireto POL 0,0041

Efeito indireto FIB 0,0005

Efeito indireto DC -0,1048

Efeito indireto AC -0,0048

Efeito indireto NE -0,0094

Efeito indireto LIG 0,0677

Efeito indireto HEM -0,1609

Total -0,6335
HEM Efeito direto sobre a glicose 0,2437

Efeito indireto TCH 0,0472

Efeito indireto POL 0,0075

Efeito indireto FIB 0,0148

Efeito indireto DC 0,1599

Efeito indireto AC -0,0263

Efeito indireto NE 0,0035

Efeito indireto LIG 0,0930

Efeito indireto CEL 0,2752

Total 0,8188
P, 0,3104
R’ 0,9036

Pe: efeito da variavel residual; R2: coeficiente de determinagao.

(1) TCH: toneladas de colmos por hectare ; POL: porcentagem aparente de sacarose contida no caldo de cana, FB; porcentagem de
fibra; DC: didmetro de colmos; AC: altura de colmos; NE: niimero de entrends por colmo; LIG: porcentagem de lignina no bagaco;
CEL: porcentagem de celulose no bagago; HEM: porcentagem de hemicelulose no bagago ¢ GLIC: Teor de Glicose na hidrolise

enzimatica.
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O carater diametro do colmo (DC) apresentou correlagdo negativa (-0,4778) e o
efeito direto sobre a produgdo de glicose representou cerca de 76% da associacdo,
demonstrando que quanto maior o didmetro do colmo menor a quantidade de glicose
produzida a partir do bagaco da cana. Didmetro do colmo ¢ uma caracteristica
anatomica e seu efeito sobre a producdo de glicose s6 pode ser explicado via desta
caracteristica com outras secundarias. Ao se analisar a relacao entre DC e hemicelulose,
encontrou-se alta correlacdo negativa, -0.4376 (Tabela 6). Além disso, o teor de
hemicelulose apresentou uma forte correlagdo negativa com o teor de celulose (-
0.6606). Assim, possivelmente, DC estaria ligado ao aumento da cristalinidade da
celulose pela reducdo da hemicelulose e portanto, diminuicdo da eficiéncia de
sacarificacao.

O carater nimero de entre nés (NE) apresentou baixa correlagdo negativa (-
0,3861), ndo foi significativa. Mas pode se sugerir que um maior nimero de entre nos
esta correlacionado a uma maior deposicao de lignina pois estes caracteres apresentaram
uma correlagdo positiva significativa. A correlagdo ilustrada na tabela 6 mostra que o
NE tem uma correlagdo significativa com o teor de lignina (0.4866). Depreende-se
portanto, que um elevado nimero de entrends pode estar relacionado a uma maior
deposicao de lignina, o que cessaria o crescimento em extensdo do entrend levando a
cana a produzir um novo entrend. Rocha (1996) para cevada e aveia relatou que menor
deposicdo de lignina torna os colmos mais susceptiveis ao acamamento. Isso pode ser
observado no efeito indireto da lignina que possui a maior contribui¢cdo em cerca de 46
%.

Para o carater altura do colmo (AC) ndo ha relagdo de causa e efeito, pois, estes
apresentam correlagdo negativa e efeito direto positivo, sendo essa correlagdo explicada
pelos efeitos indiretos. Neste caso os fatores indiretos devem ser considerados
simultaneamente no processo de selecdo (VENCOVSKY et AL, 1992).

O parametro porcentagem em massa da sacarose (pol) possui correlacao negativa
(-0,1668) mas nao significativa. Observa-se que o efeito indireto via lignina possui a
maior contribuicdo correspondendo a 85% do total. Sugerindo a importancia do
parametro lignina na correlacao.

O parametro fibra (FB) apresentou correlagdo baixa negativa (-0,386) e nao
significativo. E o efeito indireto que apresentou maior contribuicdo foi via lignina de

aproximadamente 45%.
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Por fim o carater tonelada de cana por hectare (TCH) apresentou correlagao
negativa baixa (-0,3192) , mas nao significativa. Mas pode se ressaltar que o efeito
direto sobre producao de glicose demonstrou a maior contribui¢do (68%).

O coeficiente de determinagio (R?) igual a 0.9036 e o baixo efeito residual
(0,3104) representam satisfatoriamente a contribui¢ao das variaveis explicativas para a
variavel principal, quantidade de glicose liberada na hidrolise enzimatica no bagaco.

Os resultados apresentados sugerem que as varidveis explicativas ndo devem ser
totalmente descartadas devido ao baixo efeito direto sobre a varidvel principal, pois o
indice de selecao podera proporcionar bons resultados, uma vez que, este indice
constitui um carater adicional formado pela combinagdo de varios caracteres,
possibilitando ganhos favoraveis e simultdneos em varias caracteristicas (CRUZ &
REGAZZI, 1994).

De modo geral, os nove caracteres estudados diferiram em seu grau de influéncia
direta sobre glicose liberada na hidrolise enzimatica no bagacgo. Entre eles, a celulose,
lignina e didmetro de colmos foram os que tiveram efeitos relativamente altos, o que
indica a relacdo de causa e efeito. Esse carater estd relacionado a ganhos no teor de
glicose liberada na hidrolise enzimatica. Os caracteres hemicelulose e numero de
entrends podem ser considerados secundarios na influéncia sobre o teor de glicose na
hidrolise.

O POL, fibra, altura do colmo e toneladas de colmos por hectare apesar do efeito
direto baixo, tém certamente efeitos indiretos ndo despreziveis e negativos. Estes efeitos
estdo principalmente relacionados aos efeitos indiretos da varidvel secundaria lignina.

A presenga de efeitos indiretos negativos mostra a dificuldade que se tem em
selecionar apenas com base no comportamento da varidvel principal. Vencosvsky &
Barriga (1992) relatam que, aparentemente, ainda ndo se tem um método adequado para
maximizar a resposta a selecdo e considerar apenas os componentes principais da
variavel principal. Portanto, quando o processo de selecao for baseado apenas em teor
de glicose na hidroélise, havera perda do controle sobre o comportamento e o equilibrio
harmoénico que devem existir entre seus componentes, requisito basico que caracteriza

uma boa cultivar de cana-de-agucar.
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a)

b)

5. CONCLUSOES

A populacdo avaliada apresentou baixa variabilidade genética para os
caracteres avaliados, exceto para didmetro de colmo.

O presente trabalho conclui que ndo ha carater agrondmico que possa ser
utilizado de forma independente e eficaz para a selecdo de gendtipos para
alta eficiéncia de sacarificacdo. De todos os caracteres agrondmicos
avaliados nos 20 clones previamente selecionados para alto e baixo teor de
lignina, o que melhor se correlacionou com a glicose liberada da hidrolise
enzimatica foi o didmetro de colmo.

Os caracteres bioquimicos (celulose, hemicelulose e lignina) apresentam alto
valor de correlacdo, sendo ele positivo ou negativo, com a sacarificagdo do

material analisado.
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