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RESUMO 

 

A cana-de-açúcar é uma cultura amplamente cultivada, em virtude da sua importância para o 

agronegócio brasileiro. Nesse sentido, a micropropagação tem sido utilizada na produção em 

larga-escala para obtenção de clones de alta qualidade, entretanto, tal tecnologia pode induzir 

a ocorrência de variações somaclonais. O presente estudo tem como objetivo utilizar 

marcadores moleculares baseados em DNA, o ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) e o 

SCoT (Start códon targeted), para avaliar a possível ocorrência de variações somaclonais em 

plântulas de cana-de-açúcar (var. RB041443 e RB92579) durante a micropropagação 

utilizando biorreatores de imersão temporária (BIT). O DNA genômico foliar das plantas 

matrizes, clones de cana-de-açúcar (Subcultivos 1 a 5) e BIT, foram extraídos e dispostos em 

reações em cadeia da polimerase utilizando 38 primers ISSR e 38 SCoT. Os géis foram 

analisados visualmente a partir de uma matriz de dados binários correspondente à presença (1) 

ou ausência (0) das bandas geradas na amplificação, por conseguinte foi feito um 

dendrograma de dissimilaridade genética estimada pelo índice de Jaccard entre as amostras, 

através do método de agrupamento Neighbor-Joining. Para a variedade RB041443 foram 

selecionados os primers que geraram amplicons, sendo escolhidos 20 ISSR que geraram um 

total de 168 bandas, sendo 82 polimórficas e 86 monomórficos, além de 11 primers SCoT que 

geraram um total de 84 bandas, sendo 22 fragmentos polimórficos e 62 monomórficos. Para a 

var. RB92579, foram selecionados 13 primers ISSR amplificando um total de 86 bandas, 

sendo 36 fragmentos polimórficos e 50 monomórficos, além de 16 primers SCoT que 

produziram 130 bandas, sendo 20 fragmentos polimórficos enquanto 110 foram 

monomórficos. Os dendrogramas revelaram baixo nível de dissimilaridade genética e os 

marcadores ISSR e SCoT selecionados foram eficientes em determinar o fingerprinting das 

variedades de cana-de-açúcar (var. RB92579 e RB1041443). No entanto para a variedade 

RB92579 estudos complementares se mostraram necessários a fim de aplicar análises 

estatísticas aprofundadas para determinar possíveis diferenças genéticas entre os clusters 

formados. As avaliações da resposta bioquímica (Dosagem de proteínas, teor de pigmentos 

fotossintetizantes e teor de MDA), foram observadas alterações significativas nos subcultivos 

1 da var. RB92579 e no subcultivo 3 da var. RB041443 indicando que tais etapas requerem 

maior atenção durante o processo de micropropagação, porém não influenciam nas etapas 

subsequentes e não induzem variação somaclonal. 

Palavras-chave: DNA, Marcador molecular, Variação somaclonal. 



ABSTRACT 

 

Sugarcane is a widely cultivated crop, due to its importance for Brazilian agribusiness. In this 

sense, micropropagation has been used in large-scale production to obtain high-quality clones, 

however, such technology can induce the occurrence of somaclonal variations. The present 

study aims to use DNA-based molecular markers, ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) and 

SCoT (Start codon targeted), to evaluate the possible occurrence of somaclonal variations in 

sugarcane seedlings (var. RB041443 and RB92579) during micropropagation using temporary 

immersion bioreactors (BIT). Leaf genomic DNA from parent plants, sugarcane clones 

(Subcultures 1 to 5) and BIT, were extracted and arranged in polymerase chain reactions 

using 38 ISSR and 38 SCoT primers. The gels were visually analyzed from a matrix of binary 

data corresponding to the presence (1) or absence (0) of the bands generated in the 

amplification, therefore a dendrogram of genetic dissimilarity estimated by the Jaccard index 

between the samples was made, through the Neighbor-Joining grouping method. For the 

RB041443 variety, the primers that generated amplicons were selected, with 20 ISSR being 

chosen, which generated a total of 168 bands, 82 of which were polymorphic and 86 

monomorphic, in addition to 11 SCoT primers that generated a total of 84 bands, of which 22 

were polymorphic fragments and 62 monomorphic. For var. RB92579, 13 ISSR primers were 

selected, amplifying a total of 86 bands, 36 of which were polymorphic fragments and 50 

were monomorphic, in addition to 16 SCoT primers that produced 130 bands, 20 of which 

were polymorphic fragments while 110 were monomorphic. The dendrograms revealed a low 

level of genetic dissimilarity and the selected ISSR and SCoT markers were efficient in 

determining the fingerprinting of sugarcane varieties (vars. RB92579 and RB1041443). 

However, for the RB92579 variety, additional studies were necessary in order to apply in-

depth statistical analyzes to determine possible genetic differences between the clusters 

formed. In the evaluations of the biochemical response (Protein dosage, photosynthetic 

pigment content and MDA content), significant changes were observed in subcultures 1 of 

var. RB92579 and in subcultivation 3 of var. RB041443 indicating that such steps require 

greater attention during the micropropagation process, but do not influence subsequent steps 

and do not induce somaclonal variation. 

Keywords: DNA, Molecular marker, Somaclonal variation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.), pertencente à família Poaceae, é uma 

monocotiledônea amplamente cultivada em escala mundial devido a sua importância 

econômica, sendo a principal matéria-prima para a produção de açúcar, etanol, bioeletricidade 

e outros compostos com alto valor agregado (MELO, 2011; CONAB, 2023). Essa cultura tem 

o Brasil como o maior produtor mundial decorrente de uma área cultivada de 8,3 milhões de 

hectares e uma exportação de 18,8 milhões de toneladas de açúcar de abril a outubro de 2023. 

Além disso, estimativas também apontam que a produção de açúcar ultrapassará os 46 

milhões de toneladas, enquanto a produção de etanol atingirá 34 bilhões de litros (CONAB, 

2023). 

O alto interesse comercial no cultivo de cana de açúcar demanda uma grande 

quantidade de mudas com qualidade fitossanitária elevada. A micropropagação é considerada 

uma importante técnica, pois possibilita a obtenção de centenas e até milhares de mudas ao 

longo de um ano, a partir de uma única planta doadora. Entretanto um obstáculo na 

micropropagação é que podem ocorrer instabilidades genéticas denominadas de variações 

somaclonais, as quais podem interferir na multiplicação e manutenção de um determinado 

genótipo (MARTÍNEZ-ESTRADA, 2017).  

Dessa forma, diversos marcadores moleculares têm sido amplamente utilizados na 

avaliação de possíveis variações somaclonais em mudas micropropagadas (GORJI et al., 

2011).  Entre eles, destacam-se os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), os quais 

apresentam diversas vantagens, incluindo a necessidade de pequena quantidade de DNA das 

amostras, rápida diferenciação entre indivíduos, elevado grau de polimorfismo, baixo custo e 

alta reprodutibilidade (SANTANA et al., 2011; NG; TAN, 2015). Diversos estudos têm 

utilizado o ISSR em análises de fidelidade genética em plantas monocotiledôneas (NASSER 

et al., 2024; RAMAKRISHNAN et al., 2014; ATUL et al., 2018) e dicotiledôneas (JUNG, 

2021).  

O marcador SCoT (Start codon targeted), um marcador de DNA que se baseia em 

regiões conservadas que flanqueiam o códon de iniciação da tradução ATG, possui um alto 

grau de polimorfismo, pois amplifica diferentes regiões do genoma, é um marcador molecular 

simples, econômico e reprodutível. São bastante utilizados em plantas comercialmente 
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importantes e possui diversas aplicações relacionadas à análise do genoma vegetal 

(RAI,2023). 

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a fidelidade genética de clones de 

cana-de-açúcar (var. RB041443 e RB92579) produzidos ao longo do processo (subcultivos) 

de micropropagação em biorreatores de imersão temporária utilizando marcadores 

moleculares do tipo ISSR e SCoT e, adicionalmente, inferir parâmetros fisiológicos e 

bioquímicos.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Cana-de-açúcar  

A cana-de-açúcar é uma planta monocotiledônea, nativa do sudeste asiático e pertence 

à família Poaceae, gênero Saccharum (FIGUEIREDO, 2008; CIB, 2009). As variedades 

comerciais dessa planta são híbridos oriundos de cruzamento entre as espécies do gênero 

Saccharum, o qual é formado por seis espécies: S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. 

sinense, S. barberi e S. edule, com destaque para as espécies S. officinarum e S. espontaneum, 

pois foram as que mais contribuíram na geração das cultivares atuais (MORAIS et al. 2015; 

DANIELS E ROACH, 1987; CIB, 2009). As variedades atuais de cana-de-açúcar (Saccharum 

spp.) são híbridos poliplóides com alta variação cromossômica (2n=100-130), com genoma 

médio 19 Gb e 373,869 mil genes (SOUZA et al. 2019).  

A cana de açúcar possui um metabolismo do tipo C4, ou seja, possui alta taxa 

fotossintética com alta capacidade de fixação de CO2, mesmo em baixas concentrações 

(LANGDALE, 2011), assim como melhor utilização da água e do nitrogênio (KELLOGG, 

2013), conferindo assim, maior produtividade. Possui eficiência na utilização de água e é 

adaptada à alta intensidade térmica e de luminosidade. Suas principais características são: 

desenvolvimento em forma de touceira, com a formação de perfilhos; parte aérea da planta é 

composta por colmos; folhas completas e possuem inflorescências do tipo panícula ramificada 

(Figura 1) (EMBRAPA, 2012). O ciclo de desenvolvimento da cana-de-açúcar (Figura 2) é 

dividido em quatro fases: brotação e emergência, perfilhamento, crescimento dos colmos e 

maturação dos colmos (MARIN, 2022). 
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Figura 1. Morfologia do desenvolvimento da cana-de-açúcar. Fonte: Melo (2011). 

 

Figura 2.  Fases do desenvolvimento da cana. Fonte: Gascho & Shih (1983). 
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2.1.1 Importância econômica da cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar é de grande importância para o agronegócio brasileiro, por 

apresentar-se como um insumo de alta flexibilidade (UNICA, 2006). O Brasil é o maior 

produtor de cana-de-açúcar do mundo (20 %) com 8,3 milhões de hectares plantados, à frente 

de países como Índia e China (Figura 3 e 4). O país exportou 18,8 milhões de toneladas de 

açúcar de abril a outubro de 2023, garantindo um aumento de aproximadamente 9,7% em 

decorrência ao ciclo anterior (CONAB, 2023), e podendo atingir em 2029 um crescimento de 

até 38 % na produção mundial (FAO 2019).  

 

Figura 3. Mapa da distribuição geográfica das áreas de cultivo da cana-de-açúcar no mundo. Cores intensas 

indicam maior índice de produtividade de cana de açúcar (Fonte: ATLAS BIG, 2020). 
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Figura 4. Mapa da distribuição geográfica das áreas de cultivo da cana-de-açúcar no Brasil. 

(Fonte: CONAB, 2020). 

 

A cana-de-açúcar é bastante explorada e utilizada para diversos recursos como 

extração de sacarose para produção de açúcar, fonte de alimentação, produção de etanol, 

produção de biocombustível, sendo assim, uma cultura bastante produtiva (AZEVEDO et al., 

2011; UNIÃO DA AGROINDÚSTRIA CANAVIEIRA DE SÃO PAULO, 2006). 

A cadeia produtiva sucroalcooleira colabora em outros setores econômicos como no 

aumento da renda per capita e na geração de empregos. Além disso, faz com que haja uma 

redução do crescimento desordenado de pequenos centros que concentram um grande número 

de pessoas em um único lugar, por meio da ocupação intensiva de mão de obra rural do setor 

canavieiro (TETTI, 2002).  
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2.1.2 Cana-de-açúcar no Brasil 

A cana-de-açúcar foi introduzida no Brasil por volta do século XVI e se intensificou 

principalmente nos estados de Pernambuco e Bahia (CESNIK; MIOCQUE, 2004). 

Atualmente, o Brasil é o principal produtor e exportador mundial de cana-de-açúcar 

apresentando uma área cultivada superior a 8,3 milhões de hectares de cana-de-açúcar, sendo 

estimada uma produção de aproximadamente 677 milhões de toneladas para a safra 

2023/2024 (CONAB, 2023).  

O Brasil possui várias regiões que possuem diferentes condições edafoclimáticas, com 

isso requer programas de melhoramento para que sejam produzidas variedades mais 

produtivas e eficientes adaptadas a cada região (MORAES et al. 2017). Atualmente, no país, 

atuam quatro programas de melhoramento de cana-de-açúcar: Instituto Agronômico de 

Campinas- IAC; Centro de Tecnologia Canavieira – CTC; Canavialis e a Rede 

Interuniversitária para Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro – RIDESA, que engloba 

sete Universidades Federais (UFPR, UFSCar, UFV, UFRRJ, UFG, UFAL e UFRPE) 

(BARBOSA et al., 2005). 

O Programa de Melhoramento Genético da Rede Interuniversitária para 

Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA) vem contribuindo de forma 

significativa ao longo dos seus 49 anos para verticalização da produção da cana-de-açúcar no 

Brasil, onde cada nova variedade lançada atua alavancando a produção local, tornando-o mais 

competitivo e economicamente lucrativo. Em Pernambuco encontra-se a Biofábrica 

Governador Miguel Arraes, localizada no CETENE (Centro de Tecnologias Estratégicas do 

Nordeste) que é uma unidade de pesquisa do Ministério da Ciência, Tecnologia e Inovações 

(MCTI) e que tem como objetivo produzir mudas de diversas espécies vegetais de interesse 

econômico e social, em larga escala, para região Nordeste. Sua principal técnica é a cultura de 

tecidos vegetais, através da micropropagação utilizando biorreatores de imersão temporária 

(BIT), resultando em um material vegetal de alta qualidade fitossanitária e fidelidade 

genética. 

A liberação de novas variedades de cana-de-açúcar é um processo lento e gradual, no 

qual, os clones são comparados às variedades comerciais em cada etapa de seleção, 

experimentação e validação, selecionando-se os melhores para cada ambiente produtivo. 

Neste processo de seleção são considerados parâmetros como alta produtividade, resistência a 

doenças e pragas, bem como tolerância ao déficit hídrico e estresse salino, fatores limitantes 
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na região Nordeste (OLIVEIRA, 2021). A variedade RB041443, utilizada no presente 

trabalho, é de grande importância para região Nordeste por possuir aptidão a colheita 

mecanizada, adaptabilidade e estabilidade fenotípica, tolerância a ambientes de baixa 

fertilidade e a solos arenosos (Tabela 1) (SOUZA, 2019). A variedade RB92579 vêm se 

destacando em plantios do Nordeste por proporcionar importantes ganhos na produtividade, 

além de apresentar características como: adaptação à diferentes ambientes, bom 

perfilhamento, boa brotação da soqueira, alto teor de sacarose, alta produtividade agrícola e 

boa adaptação à seca (Tabela 1) (OLIVEIRA et al., 2021a). 

 

Tabela 1. Características das variedades RB041443 e RB92579.  Fonte: RIDESA, 2021 

Características RB041443 RB92579 

Crescimento Rápido e ereto Lento e semidecubente 

Produtividade agrícola Alta Alta 

Perfilhamento Bom Alto 

Porte Alto Alto 

Maturação Precoce/média Média/tardia 

Teor de sacarose Alto Alto 

Teor de fibra Teor de fibra baixa Teor de fibra média 

Resistencia a estresses 

bióticos 

Doença da escaldadura das 

folhas 

Doença da escaldadura das 

folhas 

Resistencia a estresses 

abióticos 

Tolerante à seca Tolerante à seca 

 

2.1.3 Aplicação da propagação vegetativa na produção de cana-de-açúcar em larga 

escala 

A propagação de plantas pode ser realizada a partir de dois métodos: via sementes ou 

através da propagação vegetativa. A propagação vegetativa pode ser realizada através de 

diferentes processos como enxertia, estaquia e micropropagação, onde a mesma consiste em 

multiplicar assexuadamente partes de plantas (células, tecidos, órgãos ou propágulos), 

originando indivíduos geralmente idênticos à planta-mãe. As principais vantagens da 

propagação vegetativa são a alta produtividade, uniformidade, qualidade e indivíduos 

resistentes a pragas e doenças. O grau de sucesso obtido na propagação é influenciado pela 

espécie, desta forma, os principais fatores que interferem na propagação são a maturação dos 

propágulos, nutrição mineral da planta matriz, reguladores de crescimento, luminosidade, 

temperatura, umidade e técnica de propagação (WENDLING, 2003). 
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A obtenção de mudas limpas, ou seja, livre de doenças e pragas tem se constituído 

uma grande dificuldade. A qualidade sanitária é uma característica bastante importante, pois 

reflete diretamente no desenvolvimento das plantas e na sua produtividade. Algumas doenças 

são introduzidas e disseminadas principalmente por material de propagação, com isso, não se 

pode confiar na identificação de plantas doentes apenas por sintomas visíveis a olho nu, pois 

algumas plantas levam anos para apresentar sintomas visíveis, ou mesmo nem apresentam 

(FACHINELLO, 2005).  

Nessa perspectiva, a técnica de micropropagação é uma excelente alternativa em 

produzir mudas de plantas com um elevado padrão de qualidade (morfológica, fisiológica e 

fitossanitária) e em larga-escala (RAJPUT et al., 2020). 

 

2.2 Micropropagação  

Micropropagação é o conjunto de técnicas usadas para obtenção de um grande número 

de mudas num espaço físico e temporal pequeno (Figura 5), as quais são geneticamente 

idênticas à planta matriz, além de possuírem alta qualidade fitossanitária (LAL et al., 2015). 

Sua designação refere-se ao tamanho dos propágulos utilizados, (THORPE, 2012), além 

disso, a propagação ocorre através de tubos de ensaios ou similares de vidro, parcialmente 

imersos em meio nutritivo e em condições assépticas e ambientais controladas (BARRUETO 

CID, 2001). 

Essa técnica possui etapas que vão desde o estabelecimento da cultura in vitro até seu 

enraizamento, culminando com a aclimatização da microplanta (BASTOS et al., 2007). 

Diversos explantes podem ser utilizados para se iniciar a propagação in vitro como: ápices 

caulinares, gemas axilares e meristemas isolados (ARAÚJO; CARVALHO, 2005). Esse 

procedimento é importante, pois pode acelerar o desenvolvimento e a disponibilização de 

novas variedades de plantas, mantêm a identidade genética do material e permite o 

crescimento e multiplicação de células, tecidos, órgãos ou partes de órgãos de uma planta, 

baseando-se principalmente no aproveitamento da totipotência das células vegetais, 

(EMBRAPA, 2006; OLIVEIRA et al., 2010). 

A técnica de micropropagação também possui algumas desvantagens como a possível 

ocorrência de variação somaclonal, a qual pode ocorrer devido a fatores como o genótipo, o 

tipo de explante, o número e a duração de subcultivos, as condições físicas do cultivo e a 



21 

 

composição do meio nutritivo (CHANNARAYAPPA, 2007). Além dessa, tem também a 

possível ocorrência da hiperidricidade, a qual é definida como o estado fisiológico em que a 

planta apresenta um acúmulo anormal de água no interior das células e tecidos (FERNADEZ-

GARCIA et al., 2011), podendo gerar a perda da capacidade regenerativa do tecido 

(GASPAR et al., 2000). 

 

 

Figura 5.  Sistema tradicional de micropropagação onde o explante é introduzido in vitro e a partir dele 

ocorre a multiplicação e geração de novos indivíduos (clones). Fonte: Melo (2011) modificado pela 

autora. 

 

Sistemas de cultivos vêm sendo analisados quanto a sua eficiência no 

desenvolvimento e qualidade dos explantes, a partir da técnica de micropropagação, sendo 

eles o método tradicional em meio semissólido e os de imersão temporária com meio líquido 

(RITA®, BIT® e SETIS™). No entanto, o método de sistema de biorreator (BIT®), vem 

sendo mais utilizados devido a suas taxas de multiplicação superiores e a maior qualidade de 

brotos (OROZCO et al., 2023). 

2.2.1 Sistema de biorreator de imersão temporária (BIT) 

O Biorreator de Imersão Temporária (BIT) é composto por dois recipientes, sendo um 

deles contendo os explantes, enquanto o outro armazena o meio de cultivo. Os recipientes são 

conectados por meio de um tubo que é acionado pela pressão positiva de uma bomba de ar 
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(Figura 6). Assim, o sistema visa o rápido desenvolvimento e a multiplicação do material, 

reduzindo os custos de produção (LIMA, 2011). 

 

 

Figura 6. Sistema de biorreator de imersão temporária (BIT). Fonte: Melo (2011) modificado pela autora. 

 

Essa tecnologia é bastante utilizada em laboratórios de pesquisa e em biofábricas 

(TAKAYAMA; AKITA, 1994), nas quais as fases de multiplicação, alongamento e 

enraizamento podem ser otimizadas, assim, apoiando o desenvolvimento mais completo de 

culturas micropropagadas (CARVALHO et al., 2019). Surge como uma excelente opção 

econômica, além de gerar uma condição necessária para suportar as adversidades na fase de 

aclimatização em casa de vegetação (TEIXEIRA, 2006). 

A diferença desse sistema para os convencionais é vista a partir da eficiência e da 

agilidade no processo de produção de mudas, (ZIV et al., 2003) enquanto na convencional 

utilizam-se frascos pequenos, com menos quantidade de plantas que requerem uma maior 

manipulação de cultura (TAKAYAMA; AKITA, 1994). 

As principais vantagens que torna esta técnica de extrema importância para área de 

cultura de tecidos vegetais no processo de propagação de plantas incluem: a simplicidade de 
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montagem do sistema; a redução dos custos com mão-de-obra; a adaptação a diversas 

espécies vegetais; o contato do meio de cultivo com toda a superfície dos explantes, 

aumentando a superfície de absorção de nutrientes e reguladores de crescimento; a 

uniformização da produção. Além desses benefícios, outras vantagens podem ser relevantes 

como o excelente suprimento de oxigênio pelo fornecimento da passagem de ar, evitando o 

acúmulo de gases nocivos e resultando em um melhor crescimento da cultura; diminuição da 

hiperidricidade; aumento das taxas fotossintéticas; redução do custo total por unidade 

produzida e a produção de um grande número de mudas, favorecendo a produção em larga 

escala (ESCALONA et al., 1999; TEIXEIRA, 2006; LIMA, 2011).  

Estudo como o de Lemos et al. (2001) sobre micropropagação de clones de banana 

(Musa paradisíaca cv. Terra) em biorreator de imersão temporária mostrou resultados 

satisfatórios utilizando essa técnica, obtendo uma maior produção de biomassa e crescimento 

dos explantes. Semelhantemente o estudo de Sambolín et al. (2023), com cultivo de Musa sp. 

também em Biorreator de Imersão temporária mostrou maiores taxas de crescimento e 

multiplicação para mudas. Para cana de açúcar por ser uma cultura de grande produção 

comercial, vem sendo utilizada em muitos estudos com utilização de biorreatores, o qual 

oferece vantagens pelas altas taxas de multiplicação, propagação em larga escala e rapidez 

com que o processo ocorre. Sendo assim, o estudo de Silva (2020) utilizou biorreatores em 

cana de açúcar e obteve resultados satisfatórios obtendo plântulas com um alto rendimento e 

com contaminação mínima. 

 

2.3 Fidelidade genética/variação somaclonal 

As plantas micropropagadas possuem como vantagem a manutenção da fidelidade 

genética, ou seja, a obtenção de plantas geneticamente uniformes, entretanto, diversos fatores 

podem induzir a ocorrência de variações somaclonais que interferem na multiplicação e 

manutenção de um determinado genótipo. Variações somaclonais são todos os tipos de 

variações fenotípicas que ocorrem em plantas regeneradas da cultura de tecidos (soma = 

vegetativo; clone = cópia idêntica). Neste cenário ocorre um prejuízo na fidelidade genética e 

consequentemente na qualidade do produto final, sendo prejudicial para fins comerciais 

(FREITAS; BERED, 2003).  

Por outro lado, essas variações podem ocasionar nas plantas mudanças na morfologia 

e fisiologia, acarretando no aumento da tolerância ambiental (BINDIYA; KANWAR 2003; 



24 

 

CARVALHO, 2020). Tais variações podem ser positivas no melhoramento de plantas, 

podendo ocasionar variabilidade e gerar plantas com características de interesse 

(PAWEŁKOWICZ et al., 2021). A causa da ocorrência de variações somaclonais pode ser 

atribuída a alguns fatores decorrentes do processo de cultura de tecidos como: a condição do 

meio de cultura, produtos químicos e hormônios, os quais podem acabar ocasionando 

mutações, deleções e quebra cromossômica (LARKIN; SCOWCROFT 1981). Sendo assim, 

diferentes procedimentos vêm sendo utilizados para verificar a ocorrência dessa variação 

somaclonal, dentre a qual a utilização de marcadores moleculares (BENNICI et al., 2004).  

Além das variações somaclonais, podem ocorrer variações epigenéticas ou de 

desenvolvimento (Figura 7), que são temporárias e causam alterações fenotípicas e/ou 

bioquímicas em decorrência da expressão de genes específicos. O ambiente “in vitro”, apesar 

de controlado, pode induzir alterações epigenéticas devido a diversos fatores como o tempo 

de cultivo, o número de subcultivos, a composição do meio de cultivo, a qualidade dos 

reagentes utilizados, qualidade da fonte de explante e o genótipo da planta (MELO et al, 

2011). Neste contexto a análise de parâmetros fisiológicos, como dosagem de pigmentos 

fotossintetizantes (Clorofila total, Clorofila A, Clorofila B e Carotenoides) e parâmetros 

bioquímicos (Proteínas solúveis totais, carboidratos, Catalase, Supeóxido dismutase, MDA, 

glutationa redutase, dentre outras) pode auxiliar na detecção de fatores de estresse que possam 

estar atuando nas plântulas em desenvolvimento.  

 

Figura 7. Variedade de cana-de-açúcar RB872552 obtida por micropropagação em 

Biorreator de imersão temporária após seis ciclos de subcultivos. a- Plântulas com 

desenvolvimento dentro do esperado. b- Formação de “massas verdes”. Barra: 1cm. 

Fonte: MELO et al, (2011). 

Alterações morfofisiológicas decorrentes da multiplicação de plantas in vitro afetam 

diretamente a qualidade do produto final e são um dos principais desafios das biofábricas e 

laboratórios de pesquisa. A detecção destas alterações ocorre ao longo do processo de 

produção, quando visíveis ao olhar crítico do operador, porém ferramentas de biologia 
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molecular têm sido utilizadas com sucesso para detecção de alterações. Marcadores 

moleculares diversos têm sido aplicados em análises da variabilidade fenotípica e genética em 

genótipos de cana-de-açúcar (DUTRA, 2010). Recentemente técnicas alternativas como a 

citometria de fluxo vem sendo utilizada para avaliação da fidelidade genética a partir de 

micropropagação in vitro de bananeira (UMA,2023). 

 

2.4 Marcadores moleculares 

Os marcadores moleculares são um dos tipos de marcadores genéticos, os quais são 

utilizados para avaliar diferenças genéticas entre dois ou mais indivíduos (SERROTE, 2020). 

Estes possibilitam a avaliação da variabilidade genética dentro e entre espécies distintas, pois 

são capazes de detectar polimorfismo no DNA. Além disso, possuem uma ampla amostragem 

do genoma, não sofrem influência ambiental e são independentes do estágio de 

desenvolvimento da planta (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 2008). Geralmente, um 

marcador molecular ideal deve ser altamente polimórfico, codominante, permitindo a 

discriminação efetiva entre homozigotos e heterozigotos (KORDROSTAMI; RAHIMI, 2015). 

Os marcadores dominantes possuem a vantagem de terem menor custo de desenvolvimento, 

aplicação em diversos organismos, analisa multilocos e não requer conhecimento prévio da 

espécie analisada, dessa forma diversos marcadores têm sido aplicados no estudo de 

fidelidade genética de plantas, dentre eles destacamos o ISSR e o SCoT, os quais tem o 

sistema de impressão digital utilizado para detectar polimorfismo (RAO, 2016).  

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) são amplamente 

utilizados em estudos referentes à caracterização genética, por apresentarem uma rápida 

diferenciação entre indivíduos, isso devido ao elevado grau de polimorfismo. Além disso, 

possui um baixo custo, alta reprodutibilidade e requer poucos equipamentos de laboratório 

para execução dos experimentos. (SANTANA et al., 2011; NG; TAN, 2015). O ISSR é um 

marcador molecular de herança dominante, ou seja, baseado na presença ou ausência de 

bandas, assim, não diferenciando indivíduos heterozigotos dos homozigotos (CANELA, 

2016). No entanto, as principais vantagens desse marcador é que analisa locos múltiplos em 

uma única reação, não requer nenhum conhecimento prévio dos dados de DNA, sua 

amplificação via PCR (Polymerase Chain Reaction) utiliza apenas um único primer e a 

aplicação do PCR possibilita que apenas uma pequena quantidade de DNA seja usada nos 

procedimentos de avaliação (Figura 8) (AMITEYES, 2021; SHARAFI et al., 2017). O 
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marcador ISSR tem sido usado com frequência na análise de fidelidade clonal para cultura de 

tecidos de cana-de-açúcar (SHINGOTE,2019). 

 

Figura 8. Esquematização da amplificação por PCR usando primer ISSR. Fonte: NG (2015). 

 

Alguns trabalhos que utilizaram os iniciadores ISSR, asseguram a sua eficácia. Um 

estudo desenvolvido por Melo (2011) demonstrou que os marcadores ISSR utilizados 

confirmaram a fidelidade genética nas amostras da variedade RB872552 de cana-de-açúcar, 

em que dos 42 primers utilizados, 25 forneceram produtos de amplificação nítidos. Outro 

estudo sobre a presença de variações somaclonais em diferentes variedades de cana-de-açúcar 

por meio de marcadores ISSR, realizado por Costa, et al (2011), apresentou um ótimo 

desempenho demonstrando sua importância no melhoramento genético, ajudando no 

planejamento de futuros cruzamentos usando variedades tolerantes à seca com as cultivares 

sensíveis à seca mais produtivas.  

O marcador de DNA Start codon targeted (SCoT) se baseia em regiões conservadas 

que flanqueiam o códon de iniciação da tradução ATG (Figura 9) e foi desenvolvido em 
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meados de 2009 (COLLARD, MACKILL, 2009). Este marcador foi desenvolvido a partir dos 

estudos de Joshi et al. (1997) e Sawant et al. (1999) e os resultados validados em genótipos de 

arroz (RAI, 2023). O SCoT é um marcador molecular dominante, o qual produz alto grau de 

polimorfismo, pois amplifica diferentes regiões do genoma. Além disso, possui algumas 

vantagens como: reação de amplificação de primer único, operação simples, baixo custo, 

reprodutíveis, alto polimorfismo e com alta informação genética (COLLARD, BCY, 

MACKILL,2009). Recentemente um estudo utilizando Sálvia (Lamiaceae) demonstrou que os 

marcadores SCoT revelaram 97,78% de polimorfismo, indicando uma alta capacidade deste 

marcador em detectar loci polimórficos. (SONGPO et al. 2021). Ademais, de acordo com o 

estudo de Sathish (2018) foi demonstrado que o marcador molecular SCoT possui uma alta 

estabilidade genética nos clones derivados de explantes imaturos de enrolamento de folhas de 

cana-de-açúcar sem qualquer variação genética em plântulas produzidas in vitro. Além disso 

tem sido aplicado na análise genética da diversidade em germoplasma de cana-de-açúcar 

(QUE, 2014) 

 

 

Figura 9. Esquematização da amplificação por PCR baseada em marcador SCoT. Fonte: RAI (2023). 

 

Diante deste cenário o presente trabalho visa atender uma demanda essencial da 

Biofábrica Miguel Arraes, buscando avaliar o método de produção de mudas de cana-de-

açúcar (var. RB041443 E RB92579) em larga escala por sistema de imersão temporária, assim 

como caracterizar bioquimicamente os clones produzidos ao longo do processo (subcultivos). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

O objetivo geral deste trabalho é caracterizar o perfil bioquímico e avaliar a fidelidade 

genética de plântulas de cana-de-açúcar (variedade RB041443 e RB92579) obtidas por 

micropropagação em sistema de imersão temporária. 

 

 

3.2 Específicos 

a. Selecionar marcadores moleculares do tipo ISSR e SCoT responsivos a possíveis 

variações somaclonais entre as plantas matrizes obtidas em campos experimentais e nas 

etapas de subcultivos (Micropropagação) da cana-de-açúcar (var. RB041443 e 

RB92579); 

b. Avaliar a eficiência dos marcadores ISSR e SCoT selecionados, na obtenção do perfil de 

identificação molecular (Fingerprintinging) ao se comparar amostras oriundas de campo 

(matriz) e na etapa final da micropropagação (BIT) nas variedades RB041443 e 

RB92579; 

c. Estabelecer o perfil bioquímico das plântulas de cana-de-açúcar (var. RB041443 e 

RB92579) cultivadas in vitro a fim de identificar possíveis alterações causadas pelo 

processo de micropropagação. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Coleta de material vegetal e introdução in vitro 

Foram coletados colmos e folhas completas do terço médio das variedades de cana-de-

açúcar RB041443 e RB92579, com 10 meses de idade, na Estação Experimental de Cana-de-

Açúcar do Carpina, Universidade Federal Rural de Pernambuco (EECAC, UFRPE). Após a 

coleta, o colmo da cana de açúcar de cada variedade foi cortado em minirrebolos de 

aproximadamente 4 cm
2
. Em seguida, foram realizados os tratamentos térmico e químico 

segundo os padrões da Biofábrica Governador Miguel Arraes (CETENE/MCTI).  

Os minirrebolos pré-tratados foram cultivados em 23 bandejas de polietileno contendo 

32 tubetes de 8x4 cm
2
 cada, preenchidos com o substrato comercial Basaplant® para a 

brotação das gemas. As bandejas foram dispostas em casa de vegetação, sob condições 

controladas com irrigação automatizada por aspersão a cada 6 horas. Após a brotação, aos 36 

dias, as plantas seguiram para introdução in vitro. 

As folhas completas coletadas foram denominadas como matrizes para as análises de 

fidelidade genética a serem realizadas posteriormente. As folhas foram congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas em ultrafreezer (-80°C) até o uso, no Laboratório de 

Diagnose Fitossanitária e Fidelidade Genética (LADIF) do CETENE. 

A introdução in vitro foi conduzida sob supervisão de técnicos especializados da 

Biofábrica Governador Miguel Arraes (CETENE/MCTI). Para o cultivo in vitro foram 

coletados os palmitos com aproximadamente 5 cm de comprimento das mudas da planta 

matriz de cana-de-açúcar (var. RB041443 e RB92579), previamente cultivadas em casa-de-

vegetação. Os palmitos foram introduzidos e desinfestados no Laboratório de Produção 

seguindo os padrões e procedimentos adotados pela Biofábrica Governador Miguel Arraes 

(CETENE/MCTI). A inoculação foi realizada sob condições assépticas em meio de cultura 

MS semi-sólido (MURASHIGE; SKOOG, 1962), pH 5,8, suplementado com 30 g.L
-1

 de 

sacarose, 0,5 g.L
-1

 de inositol na presença de 6-benzilaminopurina (BAP) e autoclavado por 

121°C por 15 minutos. Os explantes foram incubados em sala de crescimento no escuro por 7 

dias a 25+/- 2°C. Em seguida, foram mantidos sob fotoperíodo de 16 horas e intensidade 

luminosa de 50 µmol.m
-2

.s
-1

 constante. Após 30 dias, os explantes perfilharam e, por sua vez, 

foi realizada uma repicagem trocando do meio semi-sólido para o meio líquido, para que já 

pudessem ocorrer as fases dos subcultivos. 
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4.2 Coleta de plântulas dos subcultivos 1 a 5 e biorreatores de imersão temporária 

(BIT) 

As plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar (var. RB041443 e RB92579), 

provenientes da Biofábrica Governador Miguel Arraes (CETENE/MCTI), foram coletadas em 

triplicata após passarem pelos 1°, 2º, 3º, 4° e 5° subcultivos de multiplicação e biorreatores de 

imersão temporária (BIT), as quais foram realizadas com uma diferença de 15 dias de uma 

coleta para outra, e imediatamente estocadas a -80°C até o uso (Figura 10). 

Figura 10. Esquematização das realizações das coletas. Fonte: A autora. 

4.3 Extração de DNA genômico 

 

4.3.1 Método convencional 

O DNA total foliar da variedade RB92579 de cana-de-açúcar foi extraído a partir das 

plantas matrizes de cana-de-açúcar, plântulas de cada subcultivo (1º, 2º e 3º, 4° e 5°) e 

plântulas micropropagadas introduzidas em biorreatores de imersão temporária (BIT).  

A extração foi realizada em triplicata, a partir do método descrito por Khan (2004) 

modificado em associação ao kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®) 

(Protocolo desenvolvido no Laboratório de Diagnose Fitossanitária e Fidelidade Genética 

(LADIF / CETENE – Dados não publicados). Inicialmente, foram pesadas 300 mg do tecido 

foliar fresco, respectivamente, e macerado em nitrogênio líquido utilizando-se o pistilo e 

almofariz, até que fosse obtido um pó bastante fino. Em seguida, as amostras foram 
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transferidas para microtubos de 2,0 mL, homogeneizadas em 500 µL de tampão de extração 

[2% CTAB, 0,02 M de EDTA, 0,1 M de Tris-HCl (pH 8,0), 1% de PVP (polivinilpirrolidona), 

0,2% 2-β-mercaptoetanol] sob agitação em vórtex durante 15 segundos. Em seguida, os tubos 

foram incubados em banho-maria a 65°C, durante 1 hora com homogeneização a cada 20 

minutos. Após a incubação as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente por 5 min, 

e em seguida foi adicionado 500 µL de fenol equilibrado ph7.8 em Tris-HCl. Os tubos foram 

centrifugados a 10.000 rpm durante 5 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi transferido para um 

novo microtubo de 1,5 mL, e foi adicionado igual volume de clorofórmio gelado. Após 

agitação leve, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 5 minutos a 4 ºC. O 

sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL, e para a precipitação do 

DNA, foram adicionados ao sobrenadante recuperado 700µL de isopropanol absoluto gelado 

e misturado por inversão. Em seguida, todo o volume foi transferido para as colunas do kit 

comercial (Promega®) e as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 2 minutos, a 4°C. 

O filtrado foi descartado e a coluna foi submetida a duas lavagens com o tampão de lavagem 

do kit comercial (Promega®). As colunas foram secas por centrifugação a 10.000 rpm por 1 

minuto e transferidas para novos microtubos de 1,5 mL. Em seguida, os precipitados de DNA 

na coluna foram ressuspendidos em 30µL de água de injeção e centrifugados novamente a 

10.000 rpm por 2 minutos. Depois, o filtrado foi transferido novamente para a coluna e 

mantidos à temperatura ambiente 5 minutos. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 

10.000 rpm por 2 minutos e armazenadas a -20°C (Figura 11).  

 

Figura 11. Extração de DNA genômico de cana de açúcar, da variedade RB92579 no Laboratório 

de Diagnose Fitossanitária e Fidelidade Genética (CETENE). Fonte: A autora. 
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O DNA total obtido foi corado com o reagente SYBR™ Safe DNA Gel Stain, e 

aplicado em gel de gel de agarose 1,2%. Em seguida, o gel foi submetido à eletroforese em 

tampão TBE [(Tris-Borato 0,09M e EDTA 0,002M; pH 8,0)], em sistema de eletroforese 

horizontal (Loccus Biotecnologia), utilizando os seguintes parâmetros: 110V, 150 mA e 30 

minutos. Após a corrida, o resultado foi visualizado em sistema de fotodocumentação L-PIX 

HE (Loccus Biotecnologia) na presença de luz UV. As amostras de DNAs extraídas foram 

quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific) e suas 

concentrações obtidas em ng/μL. Para verificação da pureza do DNA extraído, foi obtido a 

razão das absorbâncias (A260nm/A280nm e A260nm/A230nm). 

 

4.3.2 Método automático baseado em beads magnéticas 

A extração automática do DNA genômico total das plantas matrizes de cana-de-

açúcar, das plantas do experimento em casa de vegetação, dos seus respectivos clones de cada 

subcultivo (1°, 2°, 3°, 4° e 5°) e plântulas micropropagadas introduzidas em biorreatores de 

imersão temporária (BIT) (var. RB041443), foi realizada a partir de 100 mg de folhas frescas 

utilizando o kit comercial Extracta® (Cod. MLTD-PU16-B) associado ao extrator automático 

de ácidos nucleicos Extracta® 16 (Loccus Biotecnologia®). Inicialmente, as amostras foram 

pesadas em tubos de microcentrífuga de 2,0 mL com adição de duas esferas de zircônio, 

resfriadas em nitrogênio líquido e, em seguida, realizada a disrupção mecânica no 

TissueLyser LT (QIAGEN©) utilizando cinco ciclos de agitação por 60 segundos com 

frequência de oscilação de 50 Hz, até a obtenção de um pó fino. Em seguida, a extração 

automática de DNA foi realizada segundo as recomendações do fabricante e envolveu cinco 

etapas: lise celular, associação dos ácidos nucleicos às esferas de ferro magnetizadas, captura 

das esferas, lavagem e eluição. Por fim o material genético foi armazenado em freezer -80°C 

até o uso (Figura 12). 
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Figura 12. Extração de DNA genômico de cana de açúcar, da variedade RB041443. 

A. Esquema do método de extração automatizada utilizando beads magnéticas. B- 

Detalhe da placa contendo reagentes utilizados na extração automatizada e da haste 

magnética. Fonte:.Loccus. 

 

4.3.3 Seleção de marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) e SCoT (Start 

codon targeted) 

Foram selecionados 38 oligonucleotídeos do tipo ISSR UBC (University of British 

Columbia), segundo protocolo de Bornet e Branchard (2001) com modificações para o 

presente estudo (ANEXO 1). Para os do tipo SCoT, segundo protocolo Collard e Mackill 

(2009) fora selecionados 38 oligonucleotídeos (ANEXO 2). Os oligonucleotídeos foram 

avaliados quanto à sua eficiência e reprodutibilidade utilizando o DNA da planta matriz como 

referência. Cada reação foi colocada em um microtubo de 0,2 mL contendo: 1x PCR 

SuperMix 2X (Bio-Helix); 60 ng de DNA; 1.5 μM do oligonucleotídeo ISSR ou SCoT, e água 

ultrapura q.s.p. reação em 15µL de volume final. A partir disso, a amplificação do DNA foi 

realizada em um termociclador TC-9639 (Loccus), usando o seguinte programa de ciclagem: 

desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por desnaturação a 95°C por 30 segundos, 

anelamento a 47-61 °C (variou de acordo com cada ISSR OU SCoT) por 30 segundos e 

extensão a 72°C por 1 minuto.  Os passos de desnaturação, anelamento e extensão foram 
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repetidos 30 vezes, e em seguida a reação foi finalizada por uma extensão a 72°C por 7 

minutos. Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 1,5%, corado com 

SYBR™ Safe DNA Gel Stain, com eletroforese a 100 V em tampão TBE [(Tris-Borato 

0,09M e EDTA 0,002M; pH 8,0)] por 1 hora e 20 minutos. O marcador de peso molecular 

utilizado foi o DNA Ladder RTU 1 kb (Kasvi). Após a eletroforese, o gel foi 

fotodocumentado em sistema L-PIX HE (Loccus Biotecnologia). Os perfis de amplificação 

obtidos a partir dos marcadores ISSR e SCoT foram selecionados para posteriores análises de 

fidelidade genética. 

 

4.3.4 Análises de dados 

As imagens dos géis foram avaliadas para detecção de polimorfismos no padrão de 

bandas e a diversidade genética quantificada a partir de uma matriz de dados binários 

correspondente à presença (1) ou ausência (0) das bandas geradas na amplificação pelas 

reações de PCR, para cada um dos marcadores ISSR e SCoT. Apenas bandas claras, 

reprodutíveis e com a mesma mobilidade foram consideradas na análise, já as bandas de baixa 

intensidade e nitidez foram desconsideradas. A dissimilaridade genética entre as amostras foi 

estimada pelo índice de Jaccard (1908) utilizando o programa DARWin (versão 6.0.021) 

(PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006). O dendrograma fenético foi construído por 

meio do método de agrupamento de vizinhos (Neighbor-joining) com uso do programa 

DARWin (versão 6.0.021) (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006). A confiabilidade e 

robustez dos fenogramas foram testadas através da análise bootstrap com 10.000 repetições. 

 

4.4 Avaliação fisiológica e bioquímica  

 

4.4.1 Análise de pigmentos fotossintetizantes  

A análise de pigmentos fotossintetizantes seguiu o método de extração em acetona 80% 

(LICHTENTHALER, 1987), em ambiente fechado, na presença de luz verde, utilizando 100 

mg de tecido vegetal (folhas) a partir das plantas matrizes, mudas micropropagadas de cana-

de-açúcar (1º, 2º, 3º, 4º e 5º subcultivos) e plântulas micropropagadas introduzidas em 

biorreatores de imersão temporária (BIT) da variedade RB041443 e RB92579.  

Foram mensuradas as absorbâncias (ABS) em 470, 646.8, 663.2 e 710 nm. Os valores 

obtidos foram utilizados nas equações abaixo para calcular a concentração dos pigmentos 

fotossintetizantes: 
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Clorofila “a” (Ca) = 12,25 x ABS663.2 – 2,79 x ABS646.8 

Clorofila “b” (Cb) = 21,50 x ABS646.8 – 5,10 x ABS663.2 

Clorofilas totais C (a+b) = 7,15 x ABS663.2 + 18,71 x ABS646.8 

Carotenoides (xantofilas + caroteno) = (1000 x  ABS470 – 1,82 x Ca – 85,02 x Cb) / 198 

 

4.4.2 Determinação de malondialdeído (MDA) 

Para estimativa de possível estresse oxidativo ao longo dos subcultivos foi realizada 

análise de peroxidação lipídica, com a quantificação indireta de seu produto, o 

malondialdeído (MDA), pelo método das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS ou TBA) (Halliwell & Gutteridge, 1989), seguindo o proposto por Heath & Packer 

(1968), com algumas modificações (DU & BRAMLAGE, 1992; HODGES et al., 1999; 

VELIKOVA et al., 2000; FU & HUANG, 2001).  

O tecido vegetal congelado, imerso em nitrogênio líquido, foi triturado em almofariz e 

homogeneizado em 5 mL de ácido tricloro acético (TCA 0,1% massa volume-1). O 

homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g por 20 min em centrífuga refrigerada a 4 ºC 

(Sigma 3K30), e 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de TCA 20% + TBA 0,5% 

(peso por volume). Após agitada, a mistura foi incubada em água a 90 ºC por 30 min e 

paralisada a reação ao final, por imersão dos tubos em banho de gelo. Foi feita então nova 

centrifugação a 10.000 g por 5 min. Outros 0,5 mL do sobrenadante foram adicionados a 1 

mL de TCA 20%, sendo agitados, incubados, imersos em banho de gelo e centrifugados como 

já descrito. Durante esse processo, as amostras estiveram sempre refrigeradas em banho de 

gelo, excetuando-se a incubação. Foi então lida a absorbância (Spectronic® Genesis™ II) a 

532 e a 600 nm, em que 532 nm representam à máxima absorção do complexo MDA-TBA e 

600 nm a absorção de turbidez não específica (HEATH & PACKER, 1968; DU & 

BRAMLAGE, 1992; HODGES et al., 1999; VELIKOVA et al., 2000; FU & HUANG, 2001).  

 

4.4.3 Determinação de proteínas solúveis totais 

A concentração de proteína foi determinada de acordo com Bradford (1976) usando 

albumina de soro bovino como padrão. Para a extração utilizou-se aproximadamente 0,2 g de 

material vegetal, os quais foram macerados em nitrogênio líquido, juntamente com 20% de 

PVPP, até a obtenção de um pó fino ao qual se adicionou 2 mL de tampão fosfato de potássio 
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100mM, pH 7,5, contendo 1 mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 3 mM de 

ditiotreitol (DTT). Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000g, 4 ºC por 15 

minutos e o sobrenadante foi retirado e colocado em placas de Elisa, juntamente com o 

reagente de Bradford, após isso esperou-se 10 minutos e analisou a leitura no equipamento 

Elisa, utilizando a curva padrão de albumina de soro bovino (BSA). 

 

4.4.4 Análise estatística 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância com posterior comparação 

das médias. As análises estatísticas foram realizadas no programa estatístico GradPrism 

(9.0.0).  
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.5.1 Obtenção de material vegetal de cana-de-açúcar das variedades RB041443 e 

RB92579 

Foram introduzidos 736 minirrebolos da variedade RB041443 e 236 da variedade 

RB92579 (Figura 13 e 14). A introdução in vitro dos palmitos obtidos, ocorreu dentro dos 

padrões esperados, gerando material vegetal com qualidade suficiente para o isolamento dos 

meristemas e posterior introdução in vitro (Figura 15). Após 30 dias, os explantes perfilharam 

e, por sua vez, foi realizada uma repicagem trocando do meio semi-sólido para o meio 

líquido, para que já pudessem ocorrer as fases dos subcultivos (Figura 16). Em seguida os 

explantes foram repicados para um novo meio de cultura a cada 15 dias, e a cada ciclo foi 

realizada a coleta de material vegetal para análises de fidelidade genética e bioquímica.  

 

Figura 13. Realização do tratamento térmico seriado (TTS), na Biofábrica Governador 

Miguel Arraes (CETENE/MCTI). A) Corte dos colmos em minirrebolos, com auxílio da 

guilhotina; B) minirrebolos; C) Tratamento térmico dos minirrebolos em banho maria; D) 

Tratamento químico  dos minirrebolos. Fonte: A autora.  

 



38 

 

 

Figura 14. Montagem do experimento em casa de vegetação, na Biofábrica Governador 

Miguel Arraes (CETENE/MCTI). A e B) Posicionando os minirrebolos com a gema para 

cima; C e D) Cobrindo os minirrebolos com o substrato Basaplant®. Fonte: A autora. 
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Figura 15. Introdução da cana de açúcar variedade RB041443 no laboratório de produção, 

da Biofábrica Governador Miguel Arraes (CETENE/MCTI) para o método de 

micropropagação. A) Corte dos palmitos; B) Lavagens dos palmitos; C e D) Inoculação do 

explante em meio de cultura semi-sólido. Fonte: A autora. 
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Figura 16. Troca do meio semi-sólido (MURASHIGE; SKOOG, 

1962) para o meio líquido, no laboratório de produção, da Biofábrica 

Governador Miguel Arraes (CETENE/MCTI). Fonte: A autora. 

 

4.5.2 Extracão de DNA genômico e quantificação 

As folhas coletadas das plantas matrizes, subcultivos 1, 2, 3, 4 e 5, e plântulas 

micropropagadas introduzidas em biorreatores de imersão temporária (BIT) foram submetidas 

à extração de DNA genômico, em pool contendo amostras em triplicatas, utilizando o método 

CTAB modificado para a variedade RB92579 e o método automatizado Extracta® 16 (Loccus 

Biotecnologia®) para a variedade RB041443. A partir da eletroforese em gel de agarose 1,2% 

é possível observar que o DNA genômico obtido das folhas de cana-de-açúcar (var. 

RB041443 e RB92579), estão íntegros (Figura 17). O método automatizado permite realizar 

extrações de DNA em larga escala, um fator essencial considerando uma rotina de produção 

na biofábrica, porém tal método se mostrou menos eficaz, quando comparado ao método 

convencional. 

 



41 

 

 

Figura 17. Gel de agarose 1,5% para verificação da integridade das amostras de DNA foliar isolados a partir de cana-

de-açúcar. 1- Matriz; 2- subcultivo 1; 3- subcultivo 2; 4- subcultivo 3; 5- subcultivo 4; 6- subcultivo 5, 7- plântulas 

micropropagadas introduzidas em biorreatores de imersão temporária (BIT) (var. RB92579). 8- Matriz; 9- subcultivo 1; 

10- subcultivo 2; 11- subcultivo 3; 12- subcultivo 4; 13- subcultivo 5, 14- plântulas micropropagadas introduzidas em 

biorreatores de imersão temporária (BIT) (var. RB041443). MM. Marcador molecular 1 kb LADDER Kasvi 

 

A quantificação dos DNAs extraídos da planta matriz, subcultivos 1, 2, 3, 4 e 5, e das 

plântulas micropropagadas introduzidas em biorreatores de imersão temporária (BIT) (var. 

RB041443) apresentaram uma média de concentração de 375,07 ng/μL e razão 

A260nm/A280nm média de 2,04 indicando a alta pureza do DNA isolado (Tabela 2). Já para 

a variedade RB92579, a quantificação dos DNAs extraídos da planta matriz, subcultivos 1, 2, 

3, 4 e 5, e das plântulas micropropagadas introduzidas em biorreatores de imersão temporária 

(BIT) apresentaram uma média de concentração de 1747,9 ng/μL e razão A260nm/A280nm 

média de 2,06 indicando a alta pureza do DNA isolado (Tabela 3). Assim, devido à alta 

eficiência do método Extracta® e do método CTAB modificado as amostras de DNAs fora 

utilizadas nas análises de ISSR e SCoT–PCR. 

A análise de pureza das amostras foi realizada utilizando como parâmetros as leituras 

de absorbância nas faixas A260nm/A280nm e A260nm/A230nm. A razão das absorbâncias 

A260nm/A280nm é uma boa indicadora de contaminação por proteína, ou seja, o resultado da 

divisão expressa a proporção entre a quantidade de DNA e a quantidade de proteínas 

extraídos, onde valores entre 1,8 e 2,0 indicam uma amostra de DNA pura. Se esta razão for 

inferior a 1,8, possivelmente, há presença de proteínas, compostos fenólicos ou outros 

contaminantes (LEHNINGER et al., 2004). Para a razão das absorbâncias A260nm/A230nm é 

desejado obter valores entre 2,0 e 2,2, sendo valores menores do que o esperado, um 

indicativo de compostos orgânicos ou agentes caotrópicos, que absorvem a 230 nm.  
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Tabela 2. Quantificação do DNA genômico, em triplicata, da variedade RB041443 de cana-

de-açúcar extraída pelo método automatizado Extracta® 16(Loccus Biotecnologia®). 1. 

Matriz; 2. Subcultivo 1; 3.Subcultivo 2; 4.Subcultivo 3; 5.Subcultivo 4; 6.Subcultivo 5; 7. 

Clones introduzidos no sistema de biorreator de imersão temporária (BIT). 

 

Amostras ng/uL A260/280 A260/230 

1 295,1 1,93 2,36 

2 219,4 2,07 2,43 

3 434,8 2,05 2,36 

4 276,9 2,04 2,37 

5 288,7 2,04 2,38 

6 397,1 2,06 2,39 

7 713,5 2,11 2,45 

 
Tabela 3. Quantificação do DNA genômico, em triplicata, da variedade RB92579 de cana-

de-açúcar extraída pelo método CTAB modificado. 1. Matriz; 2. Subcultivo 1; 3.Subcultivo 

2; 4.Subcultivo 3; 5.Subcultivo 4; 6.Subcultivo 5; 7. Clones introduzidos no sistema de 

biorreator de imersão temporária (BIT). 

 

Amostras ng/uL A260/280 A260/230 

1 2116,4 1,96 1,67 

2 1022,4 2,08 2,24 

3 1882,1 2,10 2,26 

4 1764,4 2,08 2,26 

5 1704,1 2,08 2,23 

6 1116,9 2,06 2,17 

7 2628,8 2,07 2,27 

 

 

 

4.5.3 Análise de fidelidade genética de cana-de-açúcar (variedades RB041443 e 

RB92579) utilizando marcadores ISSR  

Foram avaliados 38 oligonucleotídeos do tipo ISSR-UBC, dos quais 20 apresentaram 

bandas monomórficas e polimórficas que variaram de 200 a 3000 pb, a partir do DNA 

genômico da planta matriz de cana-de-açúcar (var. RB041443) oriunda do campo: ISSR-9, 

ISSR-10, ISSR-12, ISSR-13, ISSR-19, ISSR-22, ISSR-23, ISSR-24, ISSR-27 e ISSR-29, 

ISSR-3, ISSR-813, ISSR-834, ISSR-835, ISSR-836, ISSR-844, ISSR-849, ISSR-864, ISSR-

866, ISSR-868, exibindo qualidade adequada no perfil de eletroforético (Figura 18 e 19). 
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Figura 18. Perfil eletroforético de DNA genômico das plantas matrizes de cana-

de-açúcar (var. RB041443) utilizando oligonucleotídeos do tipo ISSR UBC. 

MM. Marcador molecular 1 kb; 1. ISSR-9; 2. ISSR-10; 3. ISSR-12; 4. ISSR-13; 

5. ISSR-19; 6. ISSR-22; 7. ISSR-23; 8. ISSR-24; 9. ISSR-25; 27. ISSR-27; 11. 

ISSR-29. 

 

 

Figura 19. Perfil eletroforético de DNA genômico das plantas matrizes de cana-de-açúcar (var. RB041443) 

utilizando oligonucleotídeos do tipo ISSR UBC. MM. Marcador Molecular 1 kb; 1. UBC 3; 2. UBC 810; 3. 

UBC 813; 4. UBC 815; 5. UBC 817; 6. UBC 824; 7. UBC 826; 8. UBC 828; 9. UBC 844; 10. UBC 848; 11. 

UBC 857; 12. UBC 859; 13. UBC 864; ; 14. UBC 866; 15. UBC 868; 16. UBC 873; 17. UBC 834; 18. UBC 

835; 19. UBC 836; 20. UBC 849; 21. UBC 855; 22. UBC 856; 23. UBC 858; 24. UBC 860 

 

Os marcadores ISSR selecionados amplificaram um total de 168 bandas, com uma 

média de 8,4 bandas por primer. Desse total, 82 fragmentos foram polimórficos enquanto 86 

foram monomórficos. Dos 20 marcadores ISSR selecionados, o ISSR-9 não apresentou 

nenhuma banda monomórfica (100% polimórfico), enquanto o ISSR-22, ISSR-3 e o ISSR-

864 exibiu o mesmo padrão de bandas para todas as amostras analisadas (monomórfico). 

Além disso, o oligonucleotídeo ISSR-19 apresentou o maior número de regiões amplificadas 

e polimórficas, ou seja, das 14 bandas observadas 12 são polimórficas (Tabela 4). Dessa 

forma os marcadores ISSR-9 e ISSR-19 são potenciais marcadores de seleção com alta 
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especificidade para a variedade RB041443 de cana-de-açúcar visando estudos de fidelidade 

genética. 

 

Tabela 4. Oligonucleotídeos do tipo UBC ISSR usados para amplificação do DNA foliar de cana-de-açúcar 

(variedade RB041443). Ta = temperatura de anelamento. R = (A, G), V = (A, C, G) e Y = (C, T). 

 

ISSR UBC 
Sequência 

(5’ ⟶ 3’)  
TA (°C) 

Total de 

bandas 

amplificadas 

Banda 

monomórficas 

Bandas 

polimórficas 

9 CTC TCT CTC TCT CTC TG 53 8 0 8 

10 CAC ACA CAC ACA CAC AA 48 7 4 3 

12 TCT CTC TCT CTC TCT CG 53 5 1 4 

13 ACA CAC ACA CAC ACA CC 53 9 8 1 

19 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 53 14 2 12 

22 ACA CAC ACA CAC ACA CYT 53 7 7 0 

23 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 53 10 1 9 

24 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 53 13 5 8 

27 TGT GTG TGT GTG TGT GRA 53 5 1 4 

29 GAC AGA CAG ACA GAC A 53 13 9 4 

3 GAG GAG GAG GAG GAG GAG 61 8 8 0 

813 CTC TCT CTC TCT CTC TT 50 8 6 2 

834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 53 8 5 3 

835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 53 9 5 4 

836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 53 8 5 3 

844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 55 9 6 3 

849 GTG TGT GTG TGT GTG TYA 53 6 2 4 

864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 47 5 5 0 

866 CTC CTC CTC CTC CTC CTC 61 6 4 2 

868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA 47 10 2 8 

 

Ademais, para a variedade RB92579 foram analisados 38 oligonucleotídeos do tipo 

ISSR-UBC, dos quais 13 apresentaram bandas monomórficas e polimórficas que variaram de 

200 a 3000 pb, a partir do DNA genômico da planta matriz de cana-de-açúcar oriunda do 

campo: ISSR-3, ISSR-810, ISSR-813, ISSR-815, ISSR-817, ISSR-836, ISSR-848, ISSR-855, 

ISSR-859, ISSR-864, ISSR-866, ISSR-868 e ISSR-873 exibindo qualidade adequada no perfil 

de eletroforético (Figura 20 e 21). 
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Figura 20. Perfil eletroforético de DNA genômico das plantas matrizes de cana-de-açúcar (var. RB92579) 

utilizando oligonucleotídeos do tipo ISSR UBC. MM. Marcador molecular 1 kb; 1. UBC-834; 2. UBC-835; 3. 

UBC-836; 4. UBC-849; 5. UBC-855; 6. UBC-856; 7. UBC-858; 8. UBC-860; 9. UBC-810; 10. UBC-813; 11. 

UBC-817; 12. UBC-828; 13.MM 14. UBC-844; 15. UBC-848; 16. UBC-857; 17. UBC-859.  

. 

 

Figura 21. Perfil eletroforético de DNA genômico das plantas matrizes de cana-de-açúcar (var. 

RB92579) utilizando oligonucleotídeos do tipo ISSR UBC. MM. Marcador Molecular 1kb; 1. ISSR-

3; 2. UBC-866; 3. UBC-815; 4. UBC-824; 5. UBC-826; 6. UBC-873; 7. UBC-864; 8. UBC-868 

 

Os marcadores ISSR selecionados amplificaram um total de 86 bandas, com uma 

média de 6,6 bandas por primer. Desse total, 36 fragmentos foram polimórficos enquanto 50 

foram monomórficos. Dos 13 marcadores ISSR selecionados, o ISSR-866 não apresentou 

nenhuma banda polimórfica (100% monomórfico), O oligonucleotídeo ISSR-859 apresentou 

o maior número de bandas polimórficas, 5 bandas de um total de 7 (Tabela 5). Os demais 

oligonucleotídeos testados não produziram bandas nítidas no gel de agarose 1,5% ou não 

amplificaram o produto. Dessa forma os marcadores ISSR são potenciais marcadores de 
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seleção com alta especificidade para a variedade RB92579 de cana-de-açúcar visando estudos 

de fidelidade genética. 

 

Tabela 5. Oligonucleotídeos do tipo UBC ISSR usados para amplificação do DNA foliar de cana-de-açúcar 

(variedade RB92579). Ta = temperatura de anelamento. R = (A, G), V = (A, C, G) e Y = (C, T). 

 

ISSR UBC 
Sequência 

(5’ ⟶ 3’  
TA (°C) 

Total de 

bandas 

amplificadas 

Banda 

monomórficas 

Bandas 

polimórficas 

3 GAG GAG GAG GAG GAG GAG 61 8 6 2 

810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50 7 5 2 

813 CTC TCT CTC TCT CTC TT 50 6 2 4 

815 CTC TCT CTC TCT CTC TG 52 8 4 4 

817 CAC ACA CAC ACA CAC AA 50 5 4 1 

836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 53 9 6 3 

848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 55 6 5 1 

855 ACA CAC ACA CAC ACA CYT 53 7 3 4 

859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 55 7 2 5 

864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 47 7 4 3 

866 CTC CTC CTC CTC CTC CTC 61 4 4 0 

868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA 47 7 3 4 

873 GAC AGA CAG ACA GAC A 47 5 2 3 

 

Diversos estudos têm sido realizados a fim de selecionar marcadores ISSR eficientes 

da determinação da fidelidade genética de variedades de cana-de-açúcar comerciais 

amplamente cultivadas ao longo dos anos como a RB872552, RB931011, RB992587 e 

RB867515, RB92579, SP791011, SP70- 1143, SP78-4764, RB98710, RB943365, RB763710, 

RB75126 e RB863129, dentre outras (MELO, 2011; COSTA, et al 2011; SOUZA, 2019). A 

variedade RB041443 é relativamente recente nos plantios e tem se destacado por possuir 

características de interesse para região nordeste como aptidão a colheita mecanizada, 

adaptabilidade e estabilidade fenotípica, tolerância a ambientes de baixa fertilidade e a solos 

arenosos, enquanto que a variedade RB92579 é uma das variedades mais cultivadas no 

Nordeste e tem se destacado por possuir características de interesse para região nordeste 

como: possui alto perfilhamento, ótima brotação da soqueira, maturação média, com alto teor 

de sacarose e resistência ao déficit hídrico (RIDESA, 2021).  

O presente estudo demostrou que a partir das análises eletroforéticas dos fragmentos 

amplificados para cada marcador ISSR, não houve variações somaclonais nos subcultivos (1°, 

2°, 3°, 4° e 5°) e nas plântulas do BIT, quando comparadas com a planta doadora (RB041443 
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e RB92579) (Anexos 3-8). O resultado obtido está de acordo com o estudo conduzido por 

Melo (2011) que avaliou a variação genética da variedade RB872552 de cana-de-açúcar 

obtidas via micropropagação em BIT e utilizando marcadores ISSR e se observou que não 

houve diferença no padrão de amplificação para nenhum dos primers utilizados, logo 

confirmando a fidelidade genética e a ausência de variações somaclonais. Esses resultados 

diferiram dos resultados obtidos pelo estudo de Martínez-Estrada et al. (2017), o qual 

demonstrou por meio de marcadores ISSR a existência de variações somaclonais nas plântulas 

micropropagadas de cana-de-açúcar via BIT (var. Mex 69-290), principalmente no 1°, 9°, e 

10° subcultivos, concluindo que à medida que o número de subcultivos aumenta, maior é a 

possibilidade de ocorrer variações somaclonais. 

O dendrograma construído pelo método Neighbor-joining, a partir dos marcadores do 

tipo ISSR, revelou que os indivíduos foram separados em três agrupamentos para ambas as 

variedades de cana de açúcar (var.RB041443 e RB92579). O primeiro grupo formado por 

plântulas micropropagadas introduzidas em BIT e pelo clone dos subcultivos 4° e 5°. O 

segundo grupo é composto pelo clone dos subcultivos 1° e 3°. Já o terceiro grupo é formado 

pela planta doadora e pelo clone do 2° subcultivo (var.RB041443) (Figura 22). Já para a 

variedade RB92579, o primeiro grupo foi formado por plântulas micropropagadas 

introduzidas em BIT e pelo clone dos subcultivos 3°, 4° e 5°. O segundo grupo composto pelo 

clone dos subcultivos 2° e matriz e o terceiro grupo formado apenas pelo clone do 1° 

subcultivo (Figura 23). 

De acordo com Lal et al. (2015) a técnica de micropropagação consiste na produção de 

plantas idênticas geneticamente às suas plantas matrizes, de tal maneira que a integridade 

genética da planta doadora seja conservada nas progênies. Os marcadores moleculares do tipo 

ISSR analisados apresentaram amplificação de fragmentos polimórficos e monomórficos e 

demostraram serem eficientes na avaliação da fidelidade genética das plântulas 

micropropagadas de cana-de-açúcar (var.RB041443 e RB92579), demonstrando baixa 

dissimilaridade entre os indivíduos, e revelando a eficiência do método de imersão 

temporária. 
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Figura 22. Dendrograma resultante do método de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining) baseado na 

dissimilaridade genética entre cada subcultivo dos clones de cana-de-açúcar em relação à planta matriz (var. 

RB041443) estimada pelo índice de Jaccard, a partir de marcadores do tipo ISSR. 

 

 

Figura 23. Dendrograma resultante do método de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining) baseado na 

dissimilaridade genética entre cada subcultivo dos clones de cana-de-açúcar em relação à planta matriz (var. 

RB92579) estimada pelo índice de Jaccard, a partir de marcadores do tipo ISSR. 
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4.5.4 Análise de fidelidade genética de cana-de-açúcar (variedades RB041443 e 

RB92579) utilizando marcadores SCoT 

 

O marcador molecular SCoT foi avaliado visando determinar seu potencial uso na área 

de fidelidade genética de cana-de-açúcar, e assim compor um banco de marcadores 

moleculares eficientes, reprodutíveis e específicos para as variedades RB041443 e RB92579 

de cana-de-açúcar. 

Para o marcador molecular do tipo SCoT foram selecionados inicialmente 38 

oligonucleotídeos, dos quais 11 apresentaram bandas monomórficas e polimórficas que 

variaram de 200 a 3000 pb, a partir do DNA genômico da planta matriz de cana-de-açúcar 

(var. RB041443) oriunda do campo: SCoT-1, SCoT -12, SCoT -13, SCoT -14, SCoT -15, 

SCoT -21, SCoT -22, SCoT -34, SCoT -35 e SCoT -37, SCoT -39, exibindo qualidade 

adequada no perfil de eletroforético (Figura 24). 

 

Figura 24. Perfil eletroforético de DNA genômico das plantas matrizes de cana-de-açúcar (var. RB041443) 

utilizando oligonucleotídeos do tipo SCoT. MM. Marcador molecular 1 kb; 1. SCoT-1 , 2. SCoT- 2, 3. SCoT-3 , 

4. SCoT-4 , 5. SCoT-5 , 6. SCoT-6 , 7. SCoT-7 , 8. SCoT-8 , 9. SCoT-9 , 10. SCoT-10 , 11. SCoT-11 , 12. 

SCoT-12 , 13. SCoT- 13, 14. SCoT-14 , 15. SCoT-15 , 16. SCoT-16 , 17. SCoT-17 , 18. SCoT-18 , 19. SCoT-19 

, 20. SCoT-20 , 21. SCoT-21 ,22. SCoT- 22, 23. SCoT-23 , 24. SCoT-24 , 25. SCoT-25 , 26. SCoT-26 , 27. 

SCoT-27 , 28 SCoT-28 , 29. SCoT-29 , 30. SCoT-30 ,  31. SCoT-31 , 32. SCoT-32 , 33. SCoT-33 , 34. SCoT-34 

, 35. SCoT-35 , 36. SCoT-36 , 37. SCoT-37 , 38. SCoT-39.  

 

Os marcadores SCoT selecionados amplificaram um total de 84 bandas, com uma 

média de 7,6 bandas por primer. Desse total, 22 fragmentos foram polimórficos enquanto 62 

foram monomórficos. Dos 11 marcadores SCoT selecionados, todos apresentaram banda 
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monomórfica, enquanto o SCoT -1, SCoT -22 e o SCoT -39 exibiu o mesmo padrão de 

bandas para todas as amostras analisadas (100 % monomórfico). Além disso, o marcador 

SCoT -34 é um marcador de seleção com alta especificidade para a variedade RB041443 de 

cana-de-açúcar visando estudos de fidelidade genética, pois das 6 bandas observadas 4 são 

polimórficas (Tabela 6). 

Tabela 6. Oligonucleotídeos do tipo SCoT usados para amplificação do DNA foliar de cana-de-açúcar 

(variedade RB041443). Ta = temperatura de anelamento. R = (A, G), V = (A, C, G) e Y = (C, T). 

SCOT 
Sequência 

 

TA 

(°C) 

Total de 

bandas 

amplificadas 

Banda 

monomórficas 

Bandas 

polimórficas 

1 CAACAATGGCTACCACCA 55 3 3 0 

12 ACGACATGGCGACCAACG 55 9 7 2 

13 ACGACATGGCGACCATCG 55 7 6 1 

14 ACGACATGGCGACCACGC 61 11 9 2 

15 ACGACATGGCGACCGCGA 61 9 6 3 

21 ACGACATGGCGACCCACA 55 8 4 4 

22 AACCATGGCTACCACCAC 55 5 5 0 

34 ACCATGGCTACCACCGCA 55 6 2 4 

35 CATGGCTACCACCGGCCC 61 10 8 2 

37 ACGACATGGCGACCAGCG 61 7 3 4 

39 AACCATGGCTACCACCGC 55 9 9 0 

 

Para a variedade RB92579, foram analisados 38 oligonucleotídeos do marcador 

molecular do tipo SCoT, dos quais 16 apresentaram bandas monomórficas e polimórficas que 

variaram de 200 a 3000 pb, a partir do DNA genômico da planta matriz de cana-de-açúcar 

(var. RB92579) oriunda do campo: SCoT-2, SCoT -11, SCoT -12, SCoT -13, SCoT -14, 

SCoT -15, SCoT -18,  SCoT -28, SCoT -29 SCoT -30, SCoT -31, SCoT -32,  SCoT -34, 

SCoT -35 e SCoT -37 e SCoT -39, exibindo qualidade adequada no perfil de eletroforético 

(Figura 25 e 26). 

Os marcadores SCoT selecionados amplificaram um total de 130 bandas, com uma 

média de 8,1 bandas por primer. Desse total, 20 fragmentos foram polimórficos enquanto 110 

foram monomórficos. Dos 16 marcadores SCoT selecionados, todos apresentaram banda 

monomórfica, enquanto o SCoT -11, SCoT -18, SCoT -30, SCoT -35 e SCoT -37 exibiram o 

mesmo padrão de bandas para todas as amostras analisadas (100 % monomórfico). Além 

disso, o marcador SCoT -15 apresentou o maior número de bandas amplificadas e o maior 

número de bandas polimórficas, ou seja, das 15 bandas observadas 5 são polimórficas (Tabela 
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7). Os demais oligonucleotídeos testados não produziram bandas nítidas no gel de agarose 

1,5% ou não amplificaram o produto.  

Tabela 7. Oligonucleotídeos do tipo SCoT usados para amplificação do DNA foliar de cana-de-açúcar 

(variedade RB92579). Ta = temperatura de anelamento. R = (A, G), V = (A, C, G) e Y = (C, T). 

SCOT 
Sequência 

  
TA (°C) 

Total de 

bandas 

amplificadas 

Banda 

monomórficas 

Bandas 

polimórficas 

2 CAACAATGGCTACCACCC 55 7 5 2 

11 AAGCAATGGCTACCACCA 55 3 3 0 

12 ACGACATGGCGACCAACG 55 7 5 2 

13 ACGACATGGCGACCATCG 55 6 5 1 

14 ACGACATGGCGACCACGC 61 11 10 1 

15 ACGACATGGCGACCGCGA 61 15 10 5 

18 ACCATGGCTACCACCGCC 61 7 7 0 

28 CCATGGCTACCACCGCCA 61 8 7 1 

29 CCATGGCTACCACCGGCC 61 5 4 1 

30 CCATGGCTACCACCGGCG 61 5 5 0 

31 CCATGGCTACCACCGCCT 61 10 9 1 

32 CCATGGCTACCACCGCAC 61 9 8 1 

34 ACCATGGCTACCACCGCA 55 6 3 3 

35 CATGGCTACCACCGGCCC 61 12 12 0 

37 ACGACATGGCGACCAGCG 61 12 12 0 

39 AACCATGGCTACCACCGC 55 7 5 2 

 

 

Figura 25. Perfil eletroforético de DNA genômico das plantas matrizes de cana-de-açúcar (var. RB92579) 

utilizando oligonucleotídeos do tipo SCoT. MM. Marcador molecular 1 kb; 1. SCoT-1 , 2. SCoT- 2, 3. SCoT-3 , 

4. SCoT-4 , 5. SCoT-5 , 6. SCoT-6 , 7. SCoT-7 , 8. SCoT-8 , 9. SCoT-9 , 10. SCoT-10 , 11. SCoT-11 , 12. 

SCoT-12 , 13. SCoT- 13, 14. SCoT-16 , 15. SCoT-17 , 16. SCoT-21 , 17. SCoT-22 , 18. SCoT-23 , 19. SCoT-24 

, 20. SCoT-26 , 21. SCoT-27 ,22. SCoT- 34, 23. SCoT-36 , 24. SCoT-39. 
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Figura 26. Perfil eletroforético de DNA genômico das plantas matrizes de cana-de-açúcar (var. RB92579) 

utilizando oligonucleotídeos do tipo SCoT. MM. Marcador molecular 1 kb; 1. SCoT-14 , 2. SCoT- 15, 3. SCoT-

18 , 4. SCoT-19 , 5. SCoT-20 , 6. SCoT-23 , 7. SCoT-24 , 8. SCoT-25 , 9. SCoT-26 , 10. SCoT-27 , 11. SCoT-28 

, 12. SCoT-29 , 13. SCoT- 30, 14. SCoT-31 , 15. SCoT-32 , 16. SCoT-33 , 17. SCoT-35 , 18. SCoT-37 

 

Alguns estudos têm sido realizados a fim de selecionar marcadores SCoT eficientes na 

determinação da fidelidade genética, entretanto por ser um marcador relativamente novo, 

estudos com cana-de-açúcar são escassos. O presente estudo demostrou que a partir das 

análises eletroforéticas dos fragmentos amplificados para cada marcador SCoT, não houveram 

variações somaclonais nos subcultivos (1°, 2°, 3°, 4° e 5°) e nem nas plântulas do BIT, 

quando comparadas com a planta doadora (var. RB041443 e RB92579) (Anexos 9-13). O 

resultado obtido está de acordo com o estudo apresentando por Sathish (2018) que avaliou a 

fidelidade genética por marcadores SCoT a partir de explantes imaturos de enrolamento de 

folhas de cana-de-açúcar, o qual também observou que não houve diferença no padrão de 

amplificação para nenhum dos primers utilizados, logo confirmando a fidelidade genética e a 

ausência de variações somaclonais. O estudo de Clapa (2023) utilizou biorreatores de imersão 

temporária para micropropagaçao de Stevia rebaudiana, avaliando a fidelidade genética das 

plântulas cultivadas in vitro, utilizando o marcador molecular SCoT. Desta forma, 

demonstrou que não houve variação somaclonal, pois todos os primers amplificaram bandas 

monomórficas, confirmando a estabilidade genética das plantas micropropagadas com a 

matriz. 

O dendrograma construído pelo método das análises de agrupamento de vizinhos 

(Neighbor-joining), a partir dos marcadores do tipo SCoT, revelou que os indivíduos foram 

separados em três agrupamentos para ambas as variedades. O primeiro grupo formado pelos 

clones dos subcultivos 1°, 2° e 3°. O segundo grupo é composto por plântulas 

micropropagadas introduzidas em BIT, pelo clone dos subcultivos 5° e pela matriz. Já o 

terceiro grupo é formado apenas pelo clone do 4° subcultivo (Figura 27). Já para a variedade 

RB92579, o primeiro grupo foi formado pelos clones dos subcultivos 1°, 2° e 3°. O segundo 

grupo é composto por plântulas micropropagadas introduzidas em BIT, pelo clone dos 
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subcultivos 5° e pela matriz e o terceiro grupo foi formado apenas pelo clone do 4° subcultivo 

(Figura 28). 

Os marcadores moleculares do tipo SCoT analisados apresentaram amplificação de 

fragmentos polimórficos e monomórficos e demostraram serem eficientes na avaliação da 

fidelidade genética das plântulas micropropagadas de cana-de-açúcar (var. RB041443 e 

RB92579), demonstrando baixa dissimilaridade entre os indivíduos, e revelando a eficiência 

do método de imersão temporária. 

 

Figura 27. Dendrograma resultante do método de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining) baseado na 

dissimilaridade genética entre cada subcultivo dos clones de cana-de-açúcar em relação à planta matriz (var. 

RB041443) estimada pelo índice de Jaccard, a partir de marcadores do tipo SCoT. 

 



54 

 

 

Figura 28. Dendrograma resultante do método de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining) baseado na 

dissimilaridade genética entre cada subcultivo dos clones de cana-de-açúcar em relação à planta matriz (var. 

RB92579) estimada pelo índice de Jaccard, a partir de marcadores do tipo SCoT. 

 

Segundo Gorji (2011) no trabalho de eficiência de marcadores dominantes (SCOT, 

ISSR e RAPD) trabalhando com batata (Sweet potato), concluiu que o marcador molecular 

SCoT foi mais eficiente do que o ISSR. No entanto, no presente trabalho, com base no 

dendograma, o ISSR apresentou uma melhor taxa de agrupamento, sendo assim, é possível 

afirmar que para a cana de açúcar das variedades RB92579 e RB041443 o marcador ISSR foi 

mais efetivo do que o SCoT. 

Ademais, Gorji (2011) informou que pode haver diferenças entre os dendogramas de 

marcadores moleculares diferentes, pois a eficiência de cada marcador pode ser explicada por 

características inerentes a cada um deles como o anelamento em diferentes regiões do 

genoma, nível de polimorfismo detectado, o número de loci e cobertura do genoma. Desta 

forma, neste estudo é possível observar que o método de agrupamento (neighbor-joining) 

dentro desses grupos também não foram semelhantes quando os dendrogramas derivados de 

ISSR e SCoT são comparados. 

Os marcadores ISSR e SCoT selecionados no presente estudo foram eficientes em 

determinar o perfil molecular (fingerprinting) das variedades de cana-de-açúcar variedade 
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RB92579 e RB1041443. Os marcadores ISSR-810, ISSR-815, ISSR-817, ISSR-848, ISSR-

855, ISSR-859 e ISSR-873 amplificaram exclusivamente a variedade RB92579, enquanto os 

marcadores ISSR-9, ISSR-12, ISSR-19, ISSR-22, ISSR-23, ISSR-24, ISSR-27 e ISSR-29, 

ISSR-834, ISSR-835, ISSR-844 e ISSR-849 amplificaram exclusivamente a variedade 

RB1041443. Os marcadores SCoT selecionados para a variedade RB92579 foram o SCoT-2, 

SCoT -11, SCoT -18, SCoT -28, SCoT -29 SCoT -30, SCoT-31, SCoT-32, enquanto para a 

variedade RB1041443 foram os marcadores SCoT-1, SCoT-21, SCoT-22.  

As análises de fidelidade genética realizada com os subcultivos foram feitas a fim de 

verificar uma possível variação somaclonal nesta etapa do processo, as quais pudessem 

influenciar negativamente na etapa final (BIT). A partir do que foi observado concluímos que 

em trabalhos futuros não se faz necessário uma investigação em níveis de subcultivos uma 

vez que ao final do processo as plantas obtidas do BIT mantiveram sua integridade genética 

em relação à planta matriz.  

O processo de introdução in vitro da variedade RB1041443 de cana-de-açúcar foi 

eficiente para obtenção de plântulas com fidelidade genética ao comparar as plantas matrizes 

e mudas obtidas por sistema de imersão temporária (BIT), utilizando os marcadores ISSR e 

SCoT (Figuras 29 e 30). Para a variedade RB92579 estudos adicionais são necessários a fim 

de selecionar novos marcadores. Estudos complementares se mostraram necessários a fim de 

aplicar análises estatísticas aprofundadas para determinar possíveis diferenças genéticas entre 

os clusters formados. 
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Figura 29.  Dendrograma resultante do método de agrupamento de vizinhos (neighbor-joining) baseado na 

dissimilaridade genética entre matriz e biorreator (var. RB041443 e RB92579) estimada pelo índice de Jaccard, a 

partir de marcadores do tipo ISSR. 

 

Figura 30. Dendrograma resultante do método de agrupamento de vizinhos (Neighbor-joining) baseado na 

dissimilaridade genética entre matriz e biorreator (var. RB041443 e RB92579) estimada pelo índice de Jaccard, a 

partir de marcadores do tipo SCoT. 

 

4.6 Análises bioquímicas 

Análises bioquímicas foram realizadas a fim de verificar ocorrência de possíveis 

variações epigenéticas nas plantas matrizes, subcultivos (1°, 2°, 3°, 4° e 5°) e nas plântulas do 

BIT, das variedades RB92579 e RB041443 de cana-de-açúcar. Foi realizada a quantificação 
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de pigmentos fotossintetizantes (clorofila a, b e total, carotenoides), dosagem de proteínas 

totais e quantificação de enzimas do sistema antioxidante (MDA). 

Os teores de pigmentos fotossintetizantes (clorofila a, b e total, carotenoides) são 

utilizados como um importante indicativo da eficiência na produção de energia da planta e, 

consequentemente, ao crescimento e a capacidade de ajustar, eficaz e rapidamente seu 

comportamento fisiológico para maximizar a aquisição de recursos a diversos ambientes. 

Neste trabalho, os pigmentos fotossintetizantes apresentaram variações entre os ambientes de 

cultivo in vitro e matriz para as duas variedades de cana de açúcar (RB041443 e RB92579) 

(Figura 31 e 32). Os maiores teores de clorofila a, b e total, foi observado nas plantas 

matrizes, corroborando com os dados encontrados por Mascarenhas (2018) para a Physalis 

peruviana L que observou que os maiores teores de clorofila foram detectados em plantas ex 

vitro.  

Ademais, o teor de clorofila b teve um valor significativo, o que pode ser considerado 

como uma importante adaptação e vantagem para a planta, uma vez que a clorofila b absorve 

comprimentos de onda diferente da clorofila a (DE SOUZA, 2011). Além disso, a clorofila b 

e os carotenoides ajudam a captar maior quantidade de luminosidade, pois capturam em outro 

comprimento de onda, e isso se torna bom para as plantas que estão em condições in vitro, 

pois possuem baixas taxas fotossintéticas proporcionadas por lâmpadas brancas fluorescentes 

utilizadas em laboratórios de cultura de tecidos de plantas (MARTINS et al., 2010; TAIZ; 

ZEIGER, 2013). Embora os teores de clorofila e os carotenoides tenham apresentado 

diferenças estatística nos ambientes matriz e cultivo in vitro, os teores produzidos pela cana 

de açúcar (var. RB041443 e RB92579) cultivadas in vitro, demonstrou que esse parâmetro 

não foi limitante ao funcionamento do aparato fotossintético, pois houve uma alta taxa de 

sobrevivência e um bom aspecto morfológico das plantas aclimatizadas. O mesmo foi 

observado no estudo de García-Ramírez et al (2023), o qual avaliou brotos de Bambusa 

vulgaris Schrad. ex Wendl (Bambu; monocotiledônea) em dois sistema de cultivo e constatou 

que os maiores níveis de teor de clorofila total foram obtidos nos brotos de B. vulgaris no 

TIB. No presente trabalho o maior teor de clorofila foi observado em plantas matrizes, 

demostrando que plantas in vitro apresentam redução nos teores de clorofila, quando 

comparadas às plantas aclimatizadas. 
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Figura 31. Teores de clorofila a, b, total e carotenoides avaliadas em folhas de Cana de açúcar (var.RB041443) 

submetidas a planta doadora(campo), clones dos subcultivos (1°,2°,3°,4°,5°) e plântulas introduzidas em sistema de 

imersão temporária(BIT). 

 

Figura 32. Teores de clorofila a, b, total e carotenoides avaliadas em folhas de Cana de açúcar (var.RB92579) 

submetidas a planta doadora(campo), clones dos subcultivos (1°,2°,3°,4°,5°) e plântulas introduzidas em sistema 

de imersão temporária(BIT). 
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Relatos da literatura demonstram que estresses bióticos ou abióticos induzem o 

acúmulo de proteínas nas plantas. (MASCARENHAS, 2018). As proteínas desempenham um 

papel importante no metabolismo (NIEVES et al., 2008). Sendo assim, quanto à dosagem de 

proteínas solúveis totais, foi demonstrado no presente trabalho, para a var. RB041443 houve 

diferença estatística das plantas coletadas no BIT em relação a maioria dos subcultivos, esta 

diferença pode ser explicada pela maior susceptibilidade dos subcultivos aos estresses 

(MASCARENHAS, 2018) (Figura 33). Além disso, o aumento na concentração de proteínas 

pode estar relacionado a indução do crescimento tecidual gerado pelo cultivo em biorreatores. 

Visto que, neste tipo de cultivo o tecido vegetal é imerso em meio de cultura, aumentando a 

superfície de contato com o tecido vegetal e induzindo o crescimento vegetal. Enquanto a var. 

RB92579, a concentração de proteínas foi diferencialmente significativa nos subcultivos 1 e 

2, no qual as concentrações de proteínas foram inferiores as demais comparações (Figura 34). 

Tal situação podem estar relacionada as condições do meio de cultivo ocasionando maior 

susceptibilidade a estresses. 

 

Figura 33. Dosagem de proteínas totais avaliadas em folhas de Cana de açúcar (var.RB041443) submetidas a 

planta doadora (campo), clones dos subcultivos (1°,2°,3°,4°,5°) e plântulas introduzidas em sistema de 

imersão temporária(BIT). 

 

Figura 34. Dosagem de proteínas totais avaliadas em folhas de Cana de açúcar (var. RB92579) submetidas a 

planta doadora (campo), clones dos subcultivos (1°,2°,3°,4°,5°) e plântulas introduzidas em sistema de 

imersão temporária(BIT). 
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O estresse oxidativo ao quais as plantas estão susceptíveis desencadeiam diversos 

processos, dentre eles a peroxidação lipídica, danificando, destruindo e perturbando as 

membranas celulares e muitas funções biológicas, isso em decorrência dos danos estruturais 

de proteínas e ácidos nucleicos. Um dos compostos resultantes desta peroxidação é o 

malondialdeído (MDA) (ALI & ASHRAF, 2011). Esse composto tem servido como 

parâmetro na avaliação do nível de danos causados por estresse em diversas plantas 

submetidas a diferentes estresses bióticos e abióticos, onde o incremento na produção de 

MDA é indicativo de estresse oxidativo nas células. ((KHAN, 2022; VERMA, 2021; WANG, 

2023).  

A partir disso, os resultados obtidos dos níveis de MDA, demonstrou um padrão 

esperado, no qual o maior acúmulo de malondialdeído foi visto em plantas do campo (Figura 

33 e 34). Isso ocorre devido a essas plantas estarem sofrendo diversos estresses bióticos e 

abióticos como: insetos-praga, temperatura e deficiência hídrica, enquanto as plantas 

introduzidas in vitro, demostram menor concentração, pois estão em um ambiente controlado. 

García-Ramírez et al (2023) avaliou brotos de Bambusa vulgaris Schrad. ex Wendl (Bambu; 

monocotiledônea) sob diferentes sistemas de cultivo in vitro, e observou que o cultivo em BIT 

promoveu menor estresse oxidativo quando comparado a outros sistemas. No presente 

trabalho o menor estresse oxidativo demonstrado nas plantas in vitro indica que nestas 

condições ambas as variedades de cana-de-açúcar possuem aparato antioxidante ativo e 

eficiente, reduzindo possíveis efeitos deletérios que possam estar acometendo as plantas. 

 

Figura 35. Concentração de MDA avaliadas em folhas de Cana de açúcar (var. RB041443) submetidas a planta 

doadora (campo), clones dos subcultivos (1°,2°,3°,4°,5°) e plântulas introduzidas em sistema de imersão 

temporária (BIT). 
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Figura 36. Concentração de MDA avaliadas em folhas de Cana de açúcar (var. RB92579) submetidas a planta 

doadora (campo), clones dos subcultivos (1°,2°,3°,4°,5°) e plântulas introduzidas em sistema de imersão 

temporária (BIT). 

 

Diante dos resultados obtidos é possível observar que parâmetros bioquímicos 

complementam os resultados genéticos uma vez que foi possível revelar variações nas 

análises de pigmentos fotossintetizantes, MDA e Proteínas totais, mesmo não ocorrendo 

variação somaclonal nos indivíduos, indicando a necessidade de atenção ao longo do processo 

de micropropagação por imersão temporária. Estudos adicionais são necessários para avaliar o 

impacto da epigenética na fidelidade genética da cana-de-açúcar.
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5 CONCLUSÃO 

 

 Os Marcadores ISSR-810, ISSR-815, ISSR-817, ISSR-848, ISSR-855, ISSR-859 e 

ISSR-873 são eficientes em determinar o fingerprinting da variedade RB92579 obtida 

por sistema de imersão temporária (BIT). 

 Os Marcadores: ISSR-9, ISSR-12, ISSR-19, ISSR-22, ISSR-23, ISSR-24, ISSR-27 e 

ISSR-29, ISSR-834, ISSR-835, ISSR-844 e ISSR-849 são eficientes em determinar o 

fingerprinting da variedade RB1041443 obtida por sistema de imersão temporária 

(BIT). 

 Os Marcadores SCoT-2, SCoT -11, SCoT -18, SCoT -28, SCoT -29 SCoT -30, SCoT-

31, SCoT-32 são eficientes em determinar o fingerprinting da variedade RB92579 

obtidas por sistema de imersão temporária (BIT). 

 Os Marcadores: SCoT-1, SCoT-21, SCoT-22, são eficientes em determinar o 

fingerprinting da variedade RB1041443 obtidas por sistema de imersão temporária 

(BIT).  

 O processo de introdução in vitro das variedades RB1041443 de cana-de-açúcar foi 

eficiente para obtenção de plântulas com fidelidade genética ao comparar as plantas 

matrizes e mudas obtidas por sistema de imersão temporária (BIT)  

 As análises bioquímicas de pigmentos fotossintetizantes, teor de MDA e proteínas 

totais indicam que os subcultivos 1 da var. RB92579 e o subcultivo 3 da var. 

RB041443 requerem maiores atenção durante o processo de micropropagação, porém 

não influenciam nas etapas subsequentes e não induzem variação somaclonal.
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Tabela de todos os 38 primers testados do tipo UBC ISSR. 

ISSR 

UBC 

Sequência 

(5’ ⟶ 3’) 

ISSR 

UBC 

Sequência 

(5’ ⟶ 3’ 

1 TCT CTC TCT CTC TCT CTC TCT 21 CTC TCT CTC TCT CTC TT 

2 CAC CAC CAC CAC CAC CAC 22 ACA CAC ACA CAC ACA CYT 

3 GAG GAG GAG GAG GAG GAG 23 ACA CAC ACA CAC ACA 

CYA 

4 CTC CTC CTC CTC CTC CTC 24 ACA CAC ACA CAC ACA 

CYG 

5 CAC ACA CAC ACA CAC ACA C 25 TGT GTG TGT GTG TGT GRT 

6 GAG AGA GAG AGA GAG AGA G 26 TGT GTG TGT GTG TGT GRC 

7 CTC TCT CTC TCT CTC TT 27 TGT GTG TGT GTG TGT GRA 

8 CTC TCT CTC TCT CTC TA 28 GAA GGA AGG AAG GAA 

GAA 

9 CTC TCT CTC TCT CTC TG 29 GAC AGA CAG ACA GAC A 

10 CAC ACA CAC ACA CAC AA 30 TGT GTG TGT GTG TGT GTG 

T 

11 GTG TGT GTG TGT GTG TT 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 

12 TCT CTC TCT CTC TCT CG 828 TGTGTGTGTGTGTGTGA 

13 ACA CAC ACA CAC ACA CC 835 AGA GAG AGA GAG AGA 

GYC 

14 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 

15 AGA GAG AGA GAG AGA GVA 844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 

16 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 

17 CTC TCT CTC TCT CTC TRA 864 ATGATGATGATGATGATG 

18 CTC TCT CTC TCT CTC TRG 868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 

19 CAC ACA CAC ACA CAC ARG   

20 CTC TCT CTC TCT CTC TRA   
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Anexo 2. Tabela de todos os 38 primers testados do tipo SCoT. 

SCOT Sequência 

 

SCOT Sequência 

 

SCoT 1 CAACAATGGCTACCACCA SCoT 21 ACGACATGGCGACCCACA 

SCoT 2 CAACAATGGCTACCACCC SCoT 22 AACCATGGCTACCACCAC 

SCoT 3 CAACAATGGCTACCACCG SCoT 23 CACCATGGCTACCACCAG 

SCoT 4 CAACAATGGCTACCACCT SCoT 24 CACCATGGCTACCACCAT 

SCoT 5 CAACAATGGCTACCACGA SCoT 25 ACCATGGCTACCACCGGG 

SCoT 6 CAACAATGGCTACCACGC SCoT 26 ACCATGGCTACCACCGTC 

SCoT 7 CAACAATGGCTACCACGG SCoT 27 ACCATGGCTACCACCGTG 

SCoT 8 CAACAATGGCTACCACGT SCoT 28 CCATGGCTACCACCGCCA 

SCoT 9 CAACAATGGCTACCAGCA SCoT 29 CCATGGCTACCACCGGCC 

SCoT 10 CAACAATGGCTACCAGCC SCoT 30 CCATGGCTACCACCGGCG 

SCoT 11 AAGCAATGGCTACCACCA SCoT 31 CCATGGCTACCACCGCCT 

SCoT 12 ACGACATGGCGACCAACG SCoT 32 CCATGGCTACCACCGCAC 

SCoT 13 ACGACATGGCGACCATCG SCoT 33 CCATGGCTACCACCGCAG 

SCoT 14 ACGACATGGCGACCACGC SCoT 34 ACCATGGCTACCACCGCA 

SCoT 15 ACGACATGGCGACCGCGA SCoT 35 CATGGCTACCACCGGCCC 

SCoT 16 ACCATGGCTACCACCGAC SCoT 36 GCAACAATGGCTACCACC 

SCoT 17 ACCATGGCTACCACCGAG SCoT 37 ACGACATGGCGACCAGCG 

SCoT 18 ACCATGGCTACCACCGCC SCoT 39 AACCATGGCTACCACCGC 

SCoT 19 ACCATGGCTACCACCGGC   

SCoT 20 ACCATGGCTACCACCGCG   
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Anexo 3. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador ISSR 

em cana-de-açúcar var. RB041443). A- ISSR UBC 9; B- ISSR UBC-10, C- ISSR UBC-12; D- 

ISSR UBC-13; E- ISSR UBC-19; F- ISSR UBC-22. MM MM. Marcador molecular 100 pb; 1. 

Planta matriz; 2. Casa-de-vegetação; 3. Clone 1° subcultivo; 4. Clone 2° subcultivo; 5. Clone 

3° subcultivo; 6. Clone 4° subcultivo; 7. Clone 5° subcultivo; 8. Plântulas introduzidas em BIT. 
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Anexo 4. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador ISSR 

em cana-de-açúcar var. RB041443. A- ISSR UBC-23; B- ISSR UBC-24, C- ISSR UBC-27, D- 

ISSR UBC-29; E- ISSR-UBC 3. MM. Marcador molecular 100 pb; 1. Planta matriz; 2. Casa-de-

vegetação; 3. Clone 1° subcultivo; 4. Clone 2° subcultivo; 5. Clone 3° subcultivo; 6. Clone 4° 

subcultivo; 7. Clone 5° subcultivo; 8. Plântula introduzidas em BIT. 
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Anexo 5. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador ISSR em cana-de-

açúcar var. RB041443. A- ISSR UBC-813; B- ISSR UBC-834, C- ISSR UBC-835; D- ISSR UBC-836; E- ISSR 

UBC-844; F- ISSR UBC-849. MM. Marcador molecular 100 pb; 1. Planta matriz; 2. Casa-de-vegetação; 3. 

Clone 1° subcultivo; 4. Clone 2° subcultivo; 5. Clone 3° subcultivo; 6. Clone 4° subcultivo; 7. Clone 5° 

subcultivo; 8. Plântula introduzidas em BIT. 
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Anexo 6. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador ISSR em cana-de-

açúcar var. RB041443. A- ISSR UBC-864; B-ISSR UBC-866; C- .ISSR UBC-868. MM. Marcador molecular 

100 pb; 1. Planta matriz; 2. Casa-de-vegetação; 3. Clone 1° subcultivo; 4. Clone 2° subcultivo; 5. Clone 3° 

subcultivo; 6. Clone 4° subcultivo; 7. Clone 5° subcultivo; 8. Plântula introduzidas em BIT. 
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Anexo 7. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador ISSR em cana-de-

açúcar var. RB92579. A- ISSR UBC-3; B- ISSR UBC-810, C- ISSR UBC-813; D- ISSR UBC-815; E- ISSR 

UBC-817; F- ISSR UBC-836. MM. Marcador molecular 100 pb; 1. Planta matriz; 2. Clone 1° subcultivo; 3. 

Clone 2° subcultivo; 4. Clone 3° subcultivo; 5. Clone 4° subcultivo; 6. Clone 5° subcultivo; 7. Plântula 

introduzidas em BIT. 
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Anexo 8. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador ISSR em cana-de-

açúcar var. RB92579. A- ISSR UBC-848; B- ISSR UBC-855, C- ISSR UBC-859; D- ISSR UBC-864; E- ISSR 

UBC-866; F- ISSR UBC-868; G- ISSR UBC- 873. MM. Marcador molecular 100 pb; 1. Planta matriz; 2. Clone 

1° subcultivo; 3. Clone 2° subcultivo; 4. Clone 3° subcultivo; 5. Clone 4° subcultivo; 6. Clone 5° subcultivo; 7. 

Plântula introduzidas em BIT. 

  



77 

 

  

 

  

Anexo 9. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador SCOT em cana-de-

açúcar var. RB041443. A- SCoT-1; B- SCoT -12, C- SCoT -13; D- SCoT -14; E- SCoT -15; F- SCoT -21.  MM. 

Marcador molecular 100 pb; 1. Planta matriz; 2. Clone 1° subcultivo; 3. Clone 2° subcultivo; 4. Clone 3° 

subcultivo; 5. Clone 4° subcultivo; 6. Clone 5° subcultivo; 7. Plântula introduzidas em BIT. 
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Anexo 10. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador SCOT em cana-de-

açúcar var. RB041443. A- SCoT-22; B- SCoT -34, C- SCoT -35; D- SCoT -37; E- SCoT -39.  MM. Marcador 

molecular 100 pb; 1. Planta matriz; 2. Clone 1° subcultivo; 3. Clone 2° subcultivo; 4. Clone 3° subcultivo; 5. 

Clone 4° subcultivo; 6. Clone 5° subcultivo; 7. Plântula introduzidas em BIT. 
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Anexo 11. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador SCOT em cana-de-

açúcar var. RB92579. A- SCoT-2; B- SCoT -11, C- SCoT -12; D- SCoT -13; E- SCoT -14; F- SCoT -15.  MM. 

Marcador molecular 100 pb; 1. Planta matriz; 2. Clone 1° subcultivo; 3. Clone 2° subcultivo; 4. Clone 3° 

subcultivo; 5. Clone 4° subcultivo; 6. Clone 5° subcultivo; 7. Plântula introduzidas em BIT. 
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Anexo 12. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador SCOT em cana-de-

açúcar var. RB92579. A- SCoT-18; B- SCoT -28, C- SCoT -29; D- SCoT -30; E- SCoT -31; F- SCoT -32.  MM. 

Marcador molecular 100 pb; 1. Planta matriz; 2. Clone 1° subcultivo; 3. Clone 2° subcultivo; 4. Clone 3° 

subcultivo; 5. Clone 4° subcultivo; 6. Clone 5° subcultivo; 7. Plântula introduzidas em BIT. 
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Anexo 13. Visualização em gel de agarose 1,5% dos produtos amplificados pelo marcador SCOT em cana-de-

açúcar var. RB92579. A- SCoT-34; B- SCoT -35, C- SCoT -37; D- SCoT -39.  MM. Marcador molecular 100 

pb; 1. Planta matriz; 2. Clone 1° subcultivo; 3. Clone 2° subcultivo; 4. Clone 3° subcultivo; 5. Clone 4° 

subcultivo; 6. Clone 5° subcultivo; 7. Plântula introduzidas em BIT. 

 

 

 

 

 

 
 

 


