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INTRODUÇÃO

A cultura da cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) tem grande importância econômica 

na agricultura no Brasil com a utilização do etanol em escala mundial (OLIVEIRA et al., 2010). O 

melhoramento baseia-se na seleção e clonagem de genótipos superiores presentes em populações 

segregantes, que são obtidos através de cruzamentos sexuais entre indivíduos diferentes (SOUZA, 

2001). 

A  técnica  de  propagação  vegetativa  in  vitro,  também  denominada  de  micropropagação 

permite  a  clonagem  de  genótipos  mantendo  a  limpeza  clonal  além  de  acelerar  a  propagação 

vegetativa em relação aos métodos convencionais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Para a 

cana-de-açúcar,  esta  técnica  é  bastante  vantajosa,  considerando que um dos maiores  problemas 

enfrentados em programas de melhoramento genético convencionais nessa cultura é a dificuldade 

de multiplicar o material  selecionado com rapidez (DONATO et. al., 2005).  No entanto, fatores 

como  fonte  de  explantes,  tempo  de  cultura,  número  de  subculturas,  utilização  de  fitormônios, 

genótipo, composição dos meios, o nível de ploidia e mosaicismo genético são capazes de induzir a 

ocorrência de variações genéticas in vitro (SILVAROLLA, 1992). 

Afim de detectar  variações  somaclonais,  os marcadores  moleculares  são uma ferramenta 

rápida e eficaz, pois detectam o polimorfismo diretamente ao nível do DNA sem sofrer qualquer 

tipo de influência ambiental (CLOUTIER; LANDRY, 1994). O objetivo deste trabalho foi verificar 

se há variabilidade genética entre clones da variedade RB855156 de cana-de-açúcar,  através da 

utilização de marcadores moleculares do tipo microssatélites.
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MATERIAL E MÉTODOS

Plantas  da  variedade  RB855156  foram  micropropagadas  no  Laboratório  de  Cultura  de 

Tecidos da Embrapa Clima Temperado utilizando-se como fonte de explante inicial o meristema 

apical.

Para  a  análise  de  variação  somaclonal  o  DNA foi  extraido  de  folhas  jovens  segundo o 

protocolo  descrito  por  FERREIRA  &  GRATAPAGLIA  (1996).  Foram  coletadas  amostras  da 

planta-mãe, material de 4ª, 5ª, 9ª, 10ª e 11ª repicagem. A quantificação para ajuste de diluição do 

DNA  extraido  foi  realizada  por  eletroforese  em  gel  de  agarose  a  1  %  em  comparação  com 

concentrações conhecidas do marcador λ Hind III. Foram utilizados 11 pares de primers (Tabela 1) 

dentre os 31 sintetizados para o genoma da cana-de-açúcar, com base no trabalho de SINGH et. al 

(2010).

Tabela  1.  Pares  de  primers  utilizados  na  caracterização  dos  genótipos  de  cana-de-açúcar  com 

respectiva seqüência e temperatura de anelamento. Embrapa Clima Temperado, 2012, 

Pelotas, RS.

Primer Sequência TA*
SCM18 Forward - CATCAGTATCATTTCATCTTGG

Reverse - CAGTCACAGTCGGGTAGA
55° C

SCM27 Forward - TTCTCTGACTTCCAATCCAA
Reverse - ATCAAGCACGCCCGCCTC

55° C

SCM32 Forward - GATGAAGCCGACACCGAC
Reverse - AGTTGCCTGTTCCCATTT

50° C

SOMS118 Forward - GAGGAAGCCAAGAAGGTG
Reverse - TAGAGCGAGGAGCGAAGG

55° C

SOMS120 Forward - GCATCTATCGGTCTTCTGG
Reverse - ATCCAATCCTTCATCTTCTTC

52° C

SOMS143 Forward - TGACTTGGAATAACACAAAGAA
Reverse - ATGGGATGGATAATAAGCAGT

52° C

SOMS156 Forward - ATCGTCTCTGGTTGTTGGT
Reverse -ATCCTCCATTTCCACCTC

52° C

UGSM60 Forward - CGACTCCACACTCCACTC
Reverse - CCGAACACCACCTTCTTG

55° C

UGSM193 Forward - AGATATAACACACACACACACAAA
Reverse - GGCCATCGAGGAGGAGTTCAAG

55° C

UGSM296 Forward - ATTATCTACATTCAGACACGTCAC
Reverse - ATCTTTGTTAGCAATCCATTAAG

55° C

UGSM681 Forward - ACACATCGCTTTCCCACA
Reverse - GCATACCTGTCGTCGTCT

55° C

* Temperatura de anelamento

As reações de amplificação foram desenvolvidas numa reação de 12,5 µl contendo 6,25 µl 

de GoTaq Master Green Mix, 50 ng de DNA e 1,25 µl de primer foward e primer Reverse na 

concentração de 10 µM. A amplificação foi constituída por 25 ciclos, após uma desnaturação inicial 

a 94 °C durante 5 minutos. Cada ciclo consistiu em um minuto a 94 °C, um minuto com 



temperatura variando de 50 a 55 °C, de acordo com o primer e 2 minutos a 72 °C, com uma 

extensão final de 7 minutos a 72 °C. Os produtos da amplificação foram separados em gel de 

agarose 3,5% e fotografados sob luz UV.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Com base no perfil de bandas obtidos e nos marcadores utilizados não foi possível observar 

variação genética nas repicagens do material da cultivar RB855156 (Figura 1). Isso demonstra que 

para até onze repicagens a técnica de micropropragação poderia ser utilizada para clonagem de 

plantas de cana-de-açúcar. 

Figura 1:  Imagem do perfil  de bandas com 11  primers microssatélites.  1-1 Kb Plus; 2-

Planta mãe; 3-4° repicagem; 4-5° repicagem; 5- Planta mãe; 6-9° repicagem; 7-10° repicagem; 8-

10° repicagem; 9-11° repicagem; 10-11° repicagem; 11-água. Fonte: Raquel Kneib, 2012.

CONCLUSÕES

A  técnica  de  micropropagação  até  a  décima  primeira  repicagem  não  induziu  variação 

genética nos loci analisados com base nos 11 primers microssatélites utilizados no estudo, porém 

mais estudos são necessários para maior confiabilidade desta informação. 
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