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Introducao

O Brasil ocupa posicao de destaque em um mundo em que a seguranca
energética e a sustentabilidade ganharam grande importancia. Enquanto
o Brasil apresenta uma matriz energética com 46% de fontes renova-
veis, os outros paises em média utilizam apenas 15% desse tipo de
energia, sendo assim muito mais dependentes de combustiveis fésseis
(PLANO 2005). Grande parte do sucesso brasileiro se deve as fortes
iniciativas na area de agroenergia, sendo que a cana-de-acucar e os
seus derivados constituem a segunda maior fonte de energia primaria
da matriz energética nacional. Apesar de a industria sucroalcooleira do
Brasil j& existir ha varios séculos, foi com o a implantacdo do ProAlcool,
em 1975, que esse setor se desenvolveu tecnologicamente, diminuindo
nossa dependéncia por petrdleo importado (NASS et al., 2007). Desde
o inicio do ProAlcool, a producéo nacional de etanol aumentou cerca

de trinta vezes. Além de ser o maior produtor de acicar do mundo, o
Brasil também é o segundo produtor de etanol, sendo os EUA os primei-
ros (NASS et al., 2007). Devido ao grande sucesso com a producédo de
etanol como combustivel, o Brasil se tornou referéncia mundial na area
de energia renovavel. Para manter esta posicao de lideranca, precisare-
mos investir em pesquisa e producao de fontes alternativas de energia,
como a producéao de etanol de segunda geracao, ou a partir da biomas-
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sa vegetal. Segundo a FAO (2005), além do aumento na producéo de
biocombustiveis, o aumento da utilizacdo de biomassa para energia
podera levar ao desenvolvimento econémico e a diminuicdo da pobreza
pela geracao de empregos e melhorias na vida das populagdes rurais.

Producao de etanol de segunda
geracao

A captura de energia solar por meio da fotossintese é o processo que
permite o armazenamento de energia sob a forma de polimeros consti-
tuintes da parede celular, dentre eles a celulose, a hemicelulose, a pec-
tina e a lignina. A energia estocada nesses polimeros pode ser liberada
e utilizada de diversas maneiras, diretamente, por meio da combustao,
ou pela bioconversdao em compostos com propriedades combustiveis.
A producao de biocombustiveis lignocelulésicos envolve a producao e
a coleta de biomassa, despolimerizacdo dos polissacarideos da parede
celular (celulose e hemicelulose) em acucares simples e fermentaveis,
pelos processos de pré-tratamento e sacarificacdao, e conversao de
aclcares simples em biocombustiveis pela fermentacao. O pré-trata-
mento € um processo cujo principal objetivo € promover a hidrdlise da
biomassa. O aumento e/ou a extensao da hidrélise esta relacionada ao
tipo de agente quimico/fisico utilizado. Isso é obtido pelo afrouxamento
da estrutura da parede celular, solubilizacdo da hemicelulose e reducéao
da cristalinidade da celulose. Ao mesmo tempo, busca-se minimizar

a formacao de produtos de degradacao, tais como furfurais e o aci-

do acético, que podem interferir na atividade enzimatica durante os
processos de sacarificacao e fermentacao para producao de etanol. Os
métodos atuais de pré-tratamento mais utilizados para remover a ligni-
na e aumentar o acesso de enzimas sacarificadoras a celulose incluem
a moagem simples da biomassa seguida por explosao de fibras a vapor,
ou pelo tratamento da biomassa com amoénia ou acidos/bases diluidos
ou concentrados (YANG; WYMAN, 2004; MOSIER et al., 2005).

Devido ao interesse relativamente recente por combustiveis nao fossili-
zados, as etapas do processo de producao de biocombustiveis a partir
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de biomassa ainda estdo em fase inicial de otimizacdo (RAGAUSKAS et
al., 2006). Nao apenas os processos de pré-tratamento fisico-quimico
terdo de passar por melhorias tecnolégicas, mas também inovacdes
serao necessarias no desenvolvimento de enzimas celuloliticas mais
eficientes e de menor custo (ESCOVAR-KOUSEN et al., 2004). Além
disso, linhagens de levedura capazes de fermentar ao mesmo tempo
hexoses e pentoses (HO et al., 1998) deverdo ser desenvolvidas, a fim
de aumentar a eficiéncia do pré-tratamento e tornar o processo de pro-
ducao de biocombustiveis de segunda geracdo economicamente viavel
em escala industrial.

Como o pré-tratamento é uma das etapas mais caras na producao de
etanol a partir de materiais lignocelulésicos (WYMAN et al., 2005), a
interacdo entre os carboidratos da parede celular e a lignina deve ser
reduzida para que haja conversao biolégica da celulose em acucares
fermentaveis. Dessa forma, a selecdo ou engenharia genética objetivan-
do a producao de culturas vegetais dedicadas ganha grande importan-
cia. Nesses materiais, a parede celular sofre alteracdes de forma que a
celulose fique mais acessivel a enzimas hidroliticas, sendo também de-
sejavel a presenca de baixos teores de lignina e/ou menor cristalinidade
da fibra de celulose. Em conjunto, essas propriedades levarao a produ-
cao economicamente viavel de biocombustiveis (YACOBUCCI; SCHNE-
PF, 2007). Com esse objetivo, varias linhas de pesquisa tém focado na
manipulacdo e na introducdo de genes relacionados as vias biossintéti-
cas dos principais polimeros da parede celular, em especial da lignina,
para obtencao de materiais mais adaptados aos processos envolvidos
na producao de etanol (DAUWE et al., 2007, CHEN; DIXON, 2007).

O melhoramento genético vegetal
aplicado a producao de etanol

Uma area que oferece grande potencial, mas que permanece pouco
explorada, é o melhoramento para obtencao de variedades com ca-
racteristicas especificas para o processamento da biomassa visando
a producao de biocombustiveis. Dentre as caracteristicas que devem
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ser avaliadas em culturas dedicadas a producao de bioenergia estao
a taxa de crescimento, a resposta a competicdo por luz, o habito de
ramificacdo, a espessura de caule/colmo e a composicdo de parede
celular. Essas caracteristicas poderado ser dissecadas geneticamen-
te, especialmente para as espécies cuja sequéncia gendmica ja se
encontra disponivel. Acredita-se que a maximizacao da producao de
biomassa por unidade de area plantada serd um dos principais focos
dos programas de melhoramento voltados a producao de bioenergia,
para conseguir minimizar o uso de area cultivavel. As alteracées nas
proporcoes e estruturas dos varios polimeros que constituem a pa-
rede celular também constituirdo um importante foco adicional para
a producao de culturas dedicadas a bioenergia, uma vez que um dos
principais problemas para a conversdo de biomassa para aclcares
fermentdaveis é a sacarificacao da celulose e hemicelulose (HILL et
al., 2006).

A composicao da parede celular e a

7

producédo de bioenergia

A celulose é o biopolimero mais abundante do planeta e o principal
constituinte da parede celular das células vegetais (BOERJAN et al.,
2003). De fato, o material seco remanescente de plantacdes, a madeira
e o bagaco, sdo constituidos basicamente de parede celular. A parede
celular é uma estrutura complexa na qual as microfibras de celulose
estdo inseridas em uma matriz de hemicelulose, pectina, proteinas e
compostos fendlicos, como a lignina. As proporcoes relativas dos prin-
cipais componentes da parede variam dependendo do material vegetal
(REDDY; YANG, 2005). A celulose constitui-se de uma cadeia de mo-
léculas de glicose, ligadas umas as outras por ligacdes glicosidicas do
tipo (1-6), enquanto a hemicelulose, o segundo constituinte de biomas-
sa em abundancia, constitui uma familia de polissacarideos, compostos
de monossacarideos de 5 ou 6 carbonos, contendo ligacdes glicosidi-
cas do tipo (1-6) e (1-4). A hemicelulose interconecta as microfibras de
celulose aos demais constituintes da parede celular, o que proporciona
forga estrutural a ela (VAN WYK, 2001). Finalmente, a lignina é um
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polimero de unidades fenilpropandides altamente resistente a degrada-
cao, resultando disso o seu papel na manutencao da integridade fisica
da parede celular.

Ha dois tipos de parede celular segundo Carpita e Gibeaut (1993). O
tipo | é comum em dicotileddoneas e monocotiledéneas nado perten-
centes a subclasse Commelinidae, e contém uma alta proporcao de
pectina e proteinas, e sua fracdao de hemicelulose contém xilogluca-
nos. A parede celular tipo Il estd presente em monocotiledéneas da
subclasse Commelinidae, grupo que inclui as gramineas, e contém
concentracdes relativamente menores de pectina e proteinas, sendo
que a fracdo hemicelulésica consiste basicamente de glucuro-ara-
binoxilanos. Todas as células vegetais possuem uma parede celular
primdria, enquanto a parede secunddria esta limitada a 6rgaos e teci-
dos especializados como raizes, o tecido vascular, necesséario para o
transporte de agua (xilema), e o tecido de suporte (madeira), rico em
fibras. A parede secundéria é rica em lignina que, além de oferecer
rigidez a célula, também é importante na defesa contra patégenos

e pragas. A habilidade da lignina em resistir a degradacao pode ser
atribuida a estrutura singular desse polimero que, ao contrério da
celulose, nao é linearmente constituido de mondémeros idénticos que
se repetem. Esta é composta de um ndmero de subunidades distin-
tas, ou monoligndis, cuja abundancia pode variar entre espécies,
individuos, ou mesmo o tipos de células (RALPH et al., 2004). Os
monoligndis mais comuns sao adicionados ao polimero de lignina
formando os residuos de p-hidroxifenil (H), guaiacil (G), e siringil (S),
0s quais sao secretados no apoplasto e entdo depositados na pare-
de celular por peroxidases e lacases extracelulares (RALPH et al.,
2004, HOSOKAWA et al., 2001). A parede celular das espécies de
gramineas também difere da parede de outras espécies em termos
da composicao da lignina (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Apesar da
composicao da lignina em termos de unidades (guaiacil e siringil)

ser similar entre monocotiledéneas e dicotiledéneas, as gramineas
também contém uma pequena mas significativa porcentagem da
unidade hidroxifenil (H, 4-15%), que é encontrada apenas em tracos
na lignina proveniente de dicotiledéneas (GRABBER et al., 2004).
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Além disso, ao contrario das dicotiledéneas, a lignina de gramineas
contém quantidades substanciais de acido ferulico e cumarilico, que
sao esterificados e eterificados na parede. Acredita-se que o acido
ferdlico é responsavel pela interacao entre lignina e os polissacaride-
os presentes na parede, além de ser um dos inibidores do processo
de sacarificacao da celulose e hemicelulose e da fermentacao de
aclcares para producdo de etanol (HATFIELD et al., 1994).

A lignina pode afetar o processo de sacarificacdao da biomassa em
aclcares fermentaveis de duas maneiras: ela pode adsorver irrever-
sivelmente as enzimas hidroliticas, bloqueando sua acao na celulose
(CHERNOGLAZOV et al., 1988; CONVERSE, 1993; PALONEN et
al., 2004) e, por ser hidrofébica, pode também prevenir que a fibra
celuldésica se entumeca, o que diminui a area de superficie acessi-
vel as enzimas (MOONEY et al., 1998). Isso resulta na necessidade
de maiores concentracdes das enzimas para o processamento da
biomassa, tornando-o economicamente inviavel. Chang e Holtzapple
(2000) identificaram que a remocao da lignina é um fator dominan-
te para melhorar a digestibilidade enzimatica da biomassa. De fato,
Draude et al. (2001) mostraram que a remocédo de 67% da lignina
da polpa da madeira foi suficiente para aumentar em até duas vezes
a taxa de hidrdlise da celulose, e aumentar em quase trés vezes os
acucares resultantes do processo de conversao, sendo que resulta-
dos similares também foram obtidos em biomassa de milho (YANG;
WYMAN, 2004). As propriedades fisico-quimicas da lignina e as
limitacdes que ela pode causar no processo de conversao da bio-
massa fazem da sua biossintese um ponto chave de controle para a
obtencdo de materiais com maior eficiéncia para producao de bio-
combustiveis.

O componente lignina

A habilidade de sintetizar lignina foi crucial para a evolucao das
plantas terrestres a partir de seus ancestrais aquaticos, uma vez que
este composto fornece a integridade estrutural necessaria as células
vegetais e permite as plantas conduzir dgua através de um sistema
vascular, formado pelo xilema, além de defendé-las eficazmente con-
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tra patégenos e pragas (CAMPBELL; SEDEROFF , 1996; KENRICK;
CRANE 1997).

Devido a sua importédncia econ6mica, a lignina tem sido extensiva-
mente estudada. Na década passada, pesquisadores foram capazes
de manipular o conteldo e a composicao de lignina em uma variedade
de plantas utilizando o melhoramento e a engenharia genética (BOU-
DET et al., 2003; HUMPHREYS; CHAPPLE, 2002). Esses estudos
resultaram em plantas transgénicas mais eficientes em producao de
papel ou digestibilidade de forragens, além de proporcionar um melhor
entendimento da via biossintética da lignina (BOERJAN et al., 2003;
HUMPHREYS; CHAPPLE, 2002). Embora tais tentativas tenham
demonstrado bons resultados ao diminuir o conteudo total de lignina
(BOERJAN et al., 2003; BAUCHER et al., 2003), muitos estudos tam-
bém resultaram em plantas com caracteristicas indesejaveis, como o
nanismo, resultando em alguns casos no colapso do xilema no aumen-
to de suscetibilidade a fungos (JONES et al., 2001; FRANKE et al.,
2002). Portanto, um dos grandes desafios nesta drea é exatamente o
de simplificar a remocéao de lignina do material de biomassa ou dimi-
nuir seus efeitos na sacarificacao da celulose, e concomitantemente
manter teores minimos de lignina para garantir as propriedades agro-
ndmicas das culturas.

A biossintese dos monoligndis (p-hidroxifenil (H), guaiacil (G), and sirin-
gil (S)), esté ligada a via dos fenilpropandides. Atualmente, hd um con-
senso de que dez enzimas sao necessarias para a biossintese dos mo-
noligndis: fenilalanina amoénia liase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H),
4-cumarato coenzima A ligase ou hidroxicinamoil CoA ligase (4CL),
hidroxicinamoil CoA: shikimato hidroxicinamoil transferase (HCT),
4-hidroxicinamato 3-hidroxilase (C3'H), cafeoil CoA O-metiltransferase
(CCoAOMT), hidroxicinamoil CoA redutase (CCR), ferulato 5-hidroxilase
(FBH), cafeato/5-hidroxiferulato O-metiltransferase (COMT) e cinamil
alcool desidrogenase (CAD). Além disso, a polimerizacao da lignina,

por meio de catélise por peroxidases (PER) e lacases (LAC), ocorre na
parede celular (BOERJAN et al., 2003) (Figura 1A).
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Figura 1. Via de Biossintese da Lignina. A) Pelo menos10 enzimas sdo necessérias para
a biossintese dos monoligndis: fenilalanina amoénia liase (PAL), cinamato 4-hidroxilase
(C4H), 4-cumarato coenzima A ligase ou hidroxicinamoil CoA ligase (4CL), hidroxicinam-
oil CoA: shikimato hidroxicinamoil transferase (HCT), 4-hidroxicinamato 3-hidroxilase
(C3’H), cafeoil CoA O-metiltransferase (CCoAOMT), hidroxicinamoil CoA redutase (CCR),
ferulato 5-hidroxilase (F5H), cafeato/5-hidroxiferulato O-metiltransferase (COMT) e
cinamil alcool desidrogenase (CAD). A polimerizacdo da lignina ocorre pela catélise por
peroxidases (PER) e lacases (LAC). (Adaptado de Liu et al., 2008) B) Mutante bmr-6
mostrando a nervura marrom-avermelhada tipica devido a alteracées da via da lignina. O

mutante bmr-6 possui uma mutacdo no gene da enzima CAD.

Manipulacdo dos genes envolvidos na sintese de lignina
Como mencionado anteriormente, melhoristas tém tentado au-
mentar a digestibilidade de culturas para forragem utilizadas para
alimentacao animal. As solucdes para aumentar digestibilidade sem
afetar outras caracteristicas varietais importantes sdo as de obter

ia Maria Borges Damasceno

Foto: Cyn
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materiais-elite com niveis de celulose e lignina modificados. Mate-
riais contendo mais celulose e/ou menos lignina, ou com a compo-
sicdo de lignina modificada, tém maior digestibilidade animal. Por
estas mesmas razdes estes materiais tém grande potencial para
apresentar maior eficiéncia de conversdo em bioreatores (GRESSEL,
2008; BARRIERE et al., 2004; GRESSEL; ZILBERSTEIN, 2003).
Para cada unidade de porcentagem a menos de lignina, duas a qua-
tro vezes mais celulose podem se tornar disponiveis para conver-
sdo em acuUcares fermentaveis (GRESSEL, 2008). Muitos estudos
de engenharia genética visando ao melhoramento da digestibilidade
de forragens focaram na regulacao negativa dos genes envolvidos
na via biossintética da lignina. Em geral, estes estudos concluiram
que plantas nas quais genes cujas proteinas atuam no comeco

da via dos monoligndis, tais como PAL, C4H, HCT e C3’H, foram
superexpressos, apresentaram reducao do conteddo de lignina. Em
contraste, a regulacdo negativa de F5H ou COMT, cujas proteinas
atuam em uma via ramificada convertendo guaiacil (G) para siri-

gil (S), reduz significantemente a razao S/G mas apresenta pouco
efeito no contelido de lignina (ELKIND et al., 1990; SEWALT et al.,
1997, HE et al., 2003, REDDY et al., 2005, SHADLE et al., 2007).
Uma menor razao de lignina S/G parece estar relacionada com uma
maior liberacao de xilose apds hidrdlise acida, como reportado para
a arvore alamo no estudo de Davison et al. (2006). Neste estudo,
que focou na variacao natural de lignificacao existente em alamo,
cinco gendtipos contrastantes apresentaram diferentes niveis de
eficiéncia em sacarificacdao da biomassa. Um deles, com baixo con-
teddo de lignina e também baixa razdao S/G, liberou a maior quanti-
dade de xilose apds hidrélise acida, enquanto outro gendtipo apre-
sentando maior conteldo de lignina e razao S/G liberou a menor
quantidade de xilose. A tabela 1 apresenta um resumo dos diversos
experimentos feitos com o intuito de aumentar a digestibilidade da
biomassa produzindo-se plantas transgénicas com regulacao nega-
tiva dos genes envolvidos na sintese de lignina.
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Tabela 1. Quantificacdo da expressao de genes envolvidos na biossintese de
lignina e seus efeitos no conteddo e composicao de lignina e digestibilidade da
forragem (modificada de Li et al., 2008). (¥: diminuicdo; /N: aumento).

PAL Y Tabaco
C4H V¥ Alfafa
HCTV Alfafa
C3'HV Alfafa
CCoAOMT Alfafa
F5H < Alfafa
COMTY  Tabaco
COMTY  Tabaco
COMT  Alfafa
COMTYN  Milho
CAD YV Tabaco
CAD YV Alfafa

Reduzido

Reduzido

Reduzido

Reduzido

Reduzido

Sem
alteracao

Sem
alteracao

Reduzido

Reduzido

Reduzido

Sem
alteracao

Sem
alteracao

Razdo S/G N

Razdo S/G ¥

HD

HAN

Razdo S/G N

Razdo S/G ¥

Razdo S/G V¥

Razdo S/G N

Razdo S/G V¥

Razdo S/G Vv

Razdo S/G V¥

Razdo S/G V¥

Aumentou

Aumentou

Aumentou

Aumentou

Aumentou

Sem alteracao

Aumentou

Aumentou

Aumentou

Aumentou

Aumentou

Aumentou

Elkind et al.
(1990),
Sewalt et al.
(1997)

Reddy et al.
(2005)

Shadle et al.
(2007)

Reddy et al.
(2005)

Guo et al.
(2001a,b)

Reddy et al.
(2005)

Vailhe et al.
(1996)

Sewalt et al.
(1997)

Guo et al.
(2001a,b)

He et al.
(2003)

Vailhe et al.
(1996)

Baucher et al.
(1999)
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Devido ao fato de a maioria dos trabalhos na area de biossintese de
lignina terem sido feitos com o objetivo de melhorar a qualidade de
forragens, apenas alguns exemplos se mostram direcionados especifi-
camente para a melhora da producao de biocombustiveis. Um destes
exemplos é o trabalho de Chen e Dixon (2007), que analisaram a diges-
tibilidade da biomassa em seis linhas transgénicas de alfafa apds trata-
mento acido e hidrélise enzimatica. Cada linha transgénica apresentava
regulacdo negativa para um dos seguintes genes: C4H, HCT, C3’H,
CCoAOMT, F5H e COMT e foram utilizadas previamente em estudos de
digestibilidade de forragens (CHEN et al., 2006). Os autores verificaram
que havia diferencas marcantes na eficiéncia de sacarificacdao de amos-
tras de parede celular pré-tratadas com &cido. Entre as linhagens trans-
génicas, as que apresentavam menor expressao dos genes C3’He HCT
associaram-se a sacarificacdo enzimatica com o dobro de eficiéncia
quando comparadas ao controle. Chen et al. (2006) ja haviam constata-
do que estas duas linhagens apresentavam um aumento no acumulo de
lignina rica em residuos p-hidroxifenil (lignina H), mas o conteldo total
de lignina era menor. De fato, mesmo sem a etapa de pré-tratamento
acido estas linhagens demonstraram eficiéncia superior na sacarifica-
cao enzimatica quando comparadas aos controles pré-tratados com
acido. Estes resultados sao similares aos obtidos em um estudo em

que a parede celular de um mutante em Arabidopsis deficiente em C3’H
(gene ref8) se mostrou mais suscetivel a hidrélise enzimatica do que
individuos selvagens (FRANKE et al., 2002). A maior parte da pesquisa
para desenvolvimento de culturas dedicadas a producao de energia foca
na reducdo ou modificacdo do componente lignina (VERMERRIS et al.,
2007; SATTLER et al., 2010). Em conjunto, os resultados atuais suge-
rem que a modificacdo genética da biossintese de lignina pode facilitar
o processamento da lignocelulose para producao de biocombustiveis.

Mutantes de lignina: bm e bmr

Anteriormente a obtencdo de plantas transgénicas para genes da
sintese de lignina, mutantes nesta via haviam sido descritos em milho
e sorgo e denominados brown midrib devido a formacao de tecido

17
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vascular marrom-avermelhado nas folhas e colmos, fenétipo ligado a
modificacdes da lignificacao dos tecidos (Figura 1B). Por causa disso,
estes mutantes tornaram-se modelos para estudos genéticos e bioqui-
micos do processo de lignificacdo em milho, sorgo e outras gramineas.
Enquanto quatro mutantes brown midrib em milho (bm) se originaram
de mutacdes recessivas espontaneas, os mutantes brown midrib de
sorgo (bmr) foram gerados por mutagénese quimica em sementes tra-
tadas com dietil sulfato (PORTER et al., 1978), resultando em um total
de 19 mutantes bmr descritos, embora o nimero de locos independen-
tes afetados nestes mutantes seja bem menor. De fato, um estudo de
alelismo feito por Saballos et al. (2008) demonstra que ha na verdade 4
locos bmr em sorgo, correspondendo as mutacées bmr-2, bmr-6, bmr-
12 e bmr-19. Apesar de pouco se saber sobre a natureza das mutacées
bm e bmr, variedades de milho, sorgo e hibridos de sorgo bmr com
capim sudan tém sido cultivados comercialmente com sucesso como
forragem, devido & sua maior digestibilidade (BARRIERE et al., 2004).

Em milho, comparacdes de silagem proveniente dos mutantes bm-1,
bm-2, bm-3, bm-4 confirmaram o baixo teor de lignina, mas o trabalho
também ilustrou as especificidades bioguimicas de cada mutante para
os niveis de p-coumarato, ferulato, e a razdo dos monémeros S/G da
lignina. Varios mutantes bmr em sorgo tém um contetdo de lignina
significantemente menor em colmos e folhas quando comparados as
linhagens das quais eles se originaram. O gene bmr-6, que correspon-
de ao gene bm-71 de milho, foi identificado e clonado, correspondendo
ao gene SbCAD?2 que codifica a enzima cinamil alcool desidrogenase
(CAD) (SABALLOS et al., 2009). No mutante bm-1 de milho, a ativi-
dade deste gene foi reduzida em cerca de 60-70% na parte aérea da
planta, enquanto a reducao foi de 90-97% nas raizes (PROVAN et
al., 1997; HALPIN et al., 1998). Saballos et al. (2009) identificaram 3
alelos mutantes para o gene bmr-6, sendo que um deles, o bmr-6ref
apresenta uma transicdo C para T na posicdo 2800 do gene SbCAD2,
a qual cria um cédon de parada originando uma proteina truncada e
inativa de 131 aminoacidos. Demonstrou-se que a lignina proveniente
do mutante bm-17 incorpora tanto coniferaldeido quanto sinapaldeido,
como resultado da deficiéncia na atividade de CAD, um fenémeno pre-
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viamente descrito para o mutante de sorgo bmr-6 (JACQUET, 1997).
Dentre os mutantes bmr, as reducées mais significativas nos niveis

de lignina e maior digestibilidade se encontram nos mutantes bmr-12 e
bmr-18. Estudos demonstraram que a digestibilidade in vitro da bio-
massa destes mutantes foi significantemente maior do que dos outros
mutantes bmr ou da linhagem ndo mutante correspondente (PORTER et
al., 1978). Testes de alelismo feitos por Bittinger et al. (1981) indica-
ram que bmr-12 e bmr-18 sao alélicos, e diferem de bmr-6. O mutante
correspondente em milho é o gene bm-3, que apresenta-se deficiente
para a enzima cafeato/5-hidroxiferulato O-metiltransferase (COMT)
(VIGNOLS et al., 1995). Bout e Vermerris (2003) clonaram os alelos
bmr-12, bmr-18 e bmr-26 de sorgo e constataram que estes mutantes
representavam diferentes formas alélicas do gene COMT, cada um
contendo um codon de parada na sequéncia codificadora do gene. Uma
vez que a enzima COMT é responsavel pela conversdo de 5-hidroxi-
guaiacil (5-OH-G) em unidades siringil (S) da lignina, era esperado que
mutantes para esta enzima apresentassem uma reducdo das unidades
S e concomitantemente acimulo de unidades 5-OH-G na lignina, o que
foi verificado para bm-3, bmr-12 e bmr-18 (RALPH et al., 2001a, b;
GAUDILLERE; MONTIES, 1989; LAPIERRE et al., 1988). Baseado nos
dados de aumento de digestibilidade em mutantes bmr foi postulado
que a caracterisitca brown midrib poderia aumentar a sacarificacao
enzimatica. Este foi o caso para alguns dos mutantes, em especial
bmr-12, que gerou mais glicose e xilose apds a sacarificacdo enzimatica
do que o material controle (VERMERRIS et al., 2007). Atualmente, ndo
ha informacdes sobre quais genes sdo afetados nos mutantes bm-2 e
bm-4 de milho e bmr-2 e bmr-19 de sorgo, sendo que nenhuma enzi-
ma da via biossintética dos monoligndis foi associada aos mesmos até
o momento. Vermerris e Boon (2001) acreditam que estas mutacoes
possam estar ligadas a genes de fatores de transcricdao envolvidos com
a regulacao da deposicado espaco-temporal da lignina na parede celular.
Também é possivel que tais mutacdes afetem o transporte dos mono-
ligndis do citoplasma para a parede celular.

Recentemente, Dien et al. (2009) compararam linhas isogénicas de sor-
go forrageiro com e sem os genes bmr quanto a eficiéncia do processo



20

A Importancia da Lignina para a Producéo de Etanol de Segunda Geracéao

de conversao da biomassa em glicose. Os autores verificaram que as
linhas que apresentavam os genes bmr-6 e bmr-12 foram igualmente
eficientes na reducdo do conteldo de lignina e que houve um efeito
aditivo na reducdo com o mutante duplo bmr-6/bmr-12. As amostras de
sorgo sofreram pré-tratamento com acido diluido antes de sacarificacao
da celulose por celulases. Quando comparada a linhagem ndo mutante,
a liberacao de glicose foi mais eficiente nos mutantes, com um aumen-
to de 27%, 23% e 34% em termos de glicose liberada pelos mutantes
bmr-6, bmr-12 e o mutante duplo, respectivamente. Resultados simila-
res foram obtidos quando o pré-tratamento foi feito com bases diluidas.
Assim, os autores concluiram que a reducdo do conteudo de lignina
pode apresentar um impacto positivo na eficiéncia de conversao da
biomassa em acucares simples.

Perspectivas futuras para o
melhoramento de culturas
dedicadas a producao de bioenergia

Ao se comparar véarios dos genomas de plantas disponiveis que po-
dem auxiliar na obtencédo de materiais para producao de bioenergia

(tais como: alamo (poplar) - TUSKAN et al., 2006; arroz - YU et al.,
2002; GOFF et al., 2002, Arabidopsis — THE ARABIDOPSIS GENOME
INITIATIVE, 2000; sorgo - PATERSON et al., 2009, milho - SCHNA-
BLE et al., 2009), juntamente com estudos de expressao génica em
larga escala, uma série de genes candidatos para o melhoramento de
culturas dedicadas a bioenergia foram identificados (KALLURI et al.,
2007; BUSOV et al., 2008). Dentre estes genes estdo os envolvidos na
sintese de celulose, hemicelulose e lignina, além de genes que influen-
ciam caracteristicas morfolégicas de crescimento, como altura, nime-
ro de ramos e espessura do caule (RAGAUSKAS et al., 2006). Além

da estratégia de se usar homologia de sequéncias para identificacao
destes genes nos varios genomas de interesse, outras técnicas estéo
sendo usadas, como andlise de mapeamento de locos de caracteristicas
quantitativas (QTL) em populacdes estruturadas e nao estruturadas, e a
andlise de mutagénese em escala gendmica acoplada a triagens feno-
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tipicas para caracteristicas como composicédo geral da parede celular,
digestibilidade e recalcitrancia a sacarificacdo (FILICHKIN et al., 2007,
DINUS et al., 2001).

No que diz respeito a andlise de composicao da parede celular, varias
linhas de pesquisa estdo sendo desenvolvidas nesta area para a otimi-
zacao da obtencao de biocombustiveis a partir da biomassa. Por exem-
plo, um dos objetivos de alguns grupos de pesquisa é o de aumentar

a concentracado de celulose ou modificar sua estrutura, de forma que
ela se torne menos cristalina e mais acessivel a acao enzimatica, o que
poderia aumentar a producdo de etanol. Plantas transgénicas da arvo-
re dlamo (poplar), super expressando o gene CEL-1, que codifica uma
celulase do tipo endo-1,4-endoglucanase, demonstraram aumento na
estatura, tamanho das folhas, espessura do caule e peso seco, além de
maiores concentracoes de celulose e hemicelulose quando comparadas
as plantas controle (SHANI et al., 2004; OHMIYA et al., 2003). Outro
exemplo é o de plantas transgénicas super expressando o dominio de
ligacdo a celulose ou CBD (cellulose-binding domain), fusionado a
enzima celulose sintase, cuja funcao é sintetizar celulose. Estas plantas
cresceram mais rapidamente e acumularam mais biomassa do que as
plantas controle de dlamo (SHANI et al., 1999).

Sorgo como fonte de biomassa para
producédo de bioenergia

Dentre as espécies de plantas cultivadas, o sorgo tem grande potencial
para se tornar uma das culturas dedicadas a producao de etanol devido
a sua alta producao de biomassa seca, adaptabilidade a climas tropicais
e temperados, baixos requerimentos de agua e fertilizantes em compa-
racdo a outras espécies cultivadas. Além disso, a cultura do sorgo ja
apresenta sistemas de producao estabelecidos, além de grande diversi-
dade genética que permite a selecdo de materiais com alta tolerancia a
estresses abiéticos, como ao aluminio, a seca e ao calor (MURRAY et
al., 2008). E estimado que cultivares de sorgo dedicados a bioenergia
tenham o potencial de produzir até 50 ton/ha de biomassa lignocelulé-
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sica seca por ano. Devido as caracteristicas ja descritas, outra grande
vantagem de se utilizar o sorgo é a possibilidade de cultivo em areas
marginais, onde nao é possivel plantar cana de acucar, e o fato da épo-
ca de plantio da cana se sobrepor a época de colheita do sorgo, o que
permitiria o funcionamento de algumas refinarias durante todo o ano,
mesmo quando a cana nao estd disponivel. Isso levaria ao preenchi-
mento de um nicho bastante especifico para a cultura do sorgo dentro
do setor de producao de biocombustiveis.

Até o momento, processos de domesticacao e de melhoramento
genético resultaram em variedades de sorgo mais adequadas para

a producao de graos, forragem, silagem, acucar e fibra. Entretanto,
culturas dedicadas a producao de bioenergia, incluindo o sorgo, nao
foram melhoradas especificamente para o seu total aproveitamento
em producdo de energia, e por isso pouco se sabe sobre as carac-
teristicas relevantes a este sistema ou sobre a genética que contro-
la tais fenétipos (VERMERRIS et al., 2007). Para o melhoramento
de sorgo visando a producao de energia, é importante identificar,
caracterizar e quantificar a variabilidade genética disponivel, bem
como definir os fenétipos que sejam favordveis a producao de eta-
nol de segunda geracao. Portanto, todos os recursos ora disponiveis
para a espécie devem ser utilizados, como por exemplo uma gran-
de colecdo de germoplasma, cujos acessos genéticos estao bem
caracterizados do ponto de vista de diversidade genética, possuindo
mapas genéticos e fisicos integrados; banco de dados de Etique-
tas de Sequéncias Expressas (Expressed Sequence Tags, ESTs); e

a sequéncia gendmica do sorgo, que foi recentemente finalizada e
disponibilizada para a comunidade internacional (PATERSON et al.,
2009). A utilizacao de tais recursos € essencial para a aceleracao
do melhoramento de sorgo visando a producao de biocombustiveis
e energia, uma vez que possibilitard a obtencao de variedades com
maior biomassa (maior disponibilidade de matéria-prima para produ-
cdo de biocombustiveis de segunda geracao) ou maior volume de
caldo e de acucares no caldo.
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Conclusao

Esta revisao de literatura demonstra que o uso de melhoramento vege-
tal e técnicas de engenharia genética podem auxiliar na obtencao de
materiais de culturas dedicadas a bioenergia que possuam caracteristi-
cas favoraveis ao pré-tratamento da biomassa e conversao em biocom-
bustiveis, como exemplificado acima pela regulacdo negativa dos genes
da via dos monoligndis. Um método alternativo é o de utilizar a varia-
bilidade genética presente na populacao de interesse, que apresente
expressao diferencial dos genes relacionados a sintese de lignina, bem
como o uso de mutantes naturais ou induzidos, como é o caso dos
mutantes brown midrib presentes em milho e sorgo. Neste caso, o uso
de marcadores alelo-especifico poderd acelerar o processo de obtencao
de germoplasma superior para producédo de biocombustiveis.
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