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Jodo Guimaraes Rosa
RESUMO

Obijetivou-se diferenciar cultivares/espécies do egénSaccharum
guanto a anatomia foliar e do colmo, estabeleceprotocolo confiavel para a
realizacdo da analise de citometria de fluxo, bema comparar espécies e
cultivares de cana-de-acglcar quanto ao conteu@iNdegendmico. A anatomia
foliar foi realizada em 17 cultivares e 2 espéaies, quais foram feitas sec¢des
transversais e paradérmicas para cada individuodad. As variaveis
analisadas foram espessura do limbo foliar, disgantre feixes vasculares,
namero de feixes vasculares, nimero de célulafobuks, espessuras da
cuticula, da epiderme abaxial e adaxial. Nas secpaeadérmicas, nas faces
adaxial e abaxial das folhas, foram mensuradosisidide estomatica (nimero
de estdbmatos.mf), o didmetro polar dos estdmatos, o diametro eqahe a
relacdo entre esses dois Ultimos. No colmo, d@dwas analisadas foram teor
de lignina e celulose. Os dados foram submetidarddise de variancia, pelo
programa Sisvdre as médias agrupadas pelo teste de Scott-Kn&¥p ale
probabilidade. Para andlise de cluster utilizoursa matriz de dados agrupados
pela técnica de ligacdo de média de grupos (UPG#)A9) partir desta andlise,
foi gerado um dendrograma. Os individuos puderanssparados de acordo
com as caracteristicas da anatomia foliar. O demnanea gerado a partir dos
resultados das 18 variaveis avaliadas classifieindividuos em trés grupos,
considerando a distancia euclidiana = 20. Paratifigan o conteldo de DNA,
foram analisadas 16 cultivares e 3 espécies penerx a este género. A
determinacdo do protocolo confidvel foi realizada espécieS. officinarum
tendo sido avaliados a influéncia de tampfes daght, a presenca, a auséncia
de RNase, as doses de iodeto de propideo, os perdedxposicdo ao iodeto de
propideo e os padrdes de referéncia externos, ueis fpram determinados o
coeficiente de variacdo e o conteldo de DNA. Paalise estatistica utilizaram-
se os programas SisVar o XLSTAT®. Sao recomendados o tamp&o de extracdo
Marie e a utilizacdo de no minimo 15 pL de iodetopdopideo. N&do se deve
realizar a leitura das amostras imediatamente apadicdo deste. O uso de
RNase é dispensavel e, como padrdo externo démefayr deve ser utilizado o
tomateiro. Os individuos analisados podem ser adparem quatro grupos, pela
andlise das coordenadas principais, em funcdo lewdo de DNA mensurado
pelo protocolo confiavel anteriormente determinado.

Palavras-chave: Histologia. Citdmetro. Poaceae. teliolo de DNA.



ABSTRACT

The objective was to differentiate cultivars / dpecof the genus
Saccharunregarding the leaf and stem anatomy, establighiabte protocol for
carrying out the flow cytometry analysis and congpgpecies and cultivars of
sugar cane as to their genomic DNA content. Leafamy was conducted in 17
cultivars and 2 species, in which cross- and panaidesections were made for
each individual studied. The variables analyzedewieraf blade thickness,
distance between vascular bundles, number of vascldundles, number of
bulliform cells and thickness of the abaxial andvadl cuticles. The stomatal
density (number of stomata.rifin the polar diameter of the stomata, their
equatorial diameter and the ratio between thesetas were measured in
paradermic sections of the adaxial and abaxial $eafaces. In the stem, the
variables analyzed were lignin and cellulose. Dedge subjected to analysis of
variance by the SisvAprogram and averages grouped by the Scott - Kesit t
at 5 % probability. For cluster analysis we usechatrix of data grouped by
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic MedfRGMA), and from this
analysis, a dendrogram was generated. The indivoaldd be separated
according to their leaf anatomy characteristice fiandrogram generated from
the results of the 18 evaluated variables claskifidividuals into three groups
considering the Euclidean distance = 20. To quarttie DNA content, 16
cultivars and 3 species belonging to this genugaealyzed. The determination
of reliable protocol was performed in the specks officinarum having
evaluated the influence of extraction buffers, ghesence and absence of Rnase,
the propidium iodide doses, propidium iodide expesperiods and external
reference standards, in which were determined tledficient of variation and
DNA content. For statistical analysis we used tmegmms Sisvar ® and
XLSTAT ®. The Marie extraction buffer and the ust at least 15 pL of
propidium iodide are recommended. One should notope the reading of
samples immediately after their addition. The usRMNase is dispensable, and
as an external reference standard, the tomato dshioel used. Individuals
analyzed can be separated into four groups throagglysis of principal
coordinates, in function of the DNA content meadut®y the previously
determined reliable protocol.

Keywords: Histology. Cytometer. Poaceae. DNA conten
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CAPITULO 1

Introducgéo geral

1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-ac(accharum
spp.) e tem potencial para aumentar a producde [Rsigresso, porém, é
condicionado a obtencdo de novas cultivares com desempenho produtivo,
por meio do melhoramento genético (RODRIGUES egalll).

A cana-de-acUcar € responsavel por, aproximadamesgo da
producdo mundial de aclcar e etanol (ROCHA et2807). E uma cultura de
propagacao preferencialmente assexuada, o melhoi@ndéefeito em locais
determinados e a selecdo ocorre na geragaé Ipartir disso, pesquisadores
buscam melhorar a eficiéncia das metodologiaszatihs no processo de
selecdo, o qual ocorre em ambito de individuo.

A anatomia vegetal no génefaccharumé pouco explorada e, na
maioria dos trabalhos, o objetivo é o de esclargreblemas taxondmicos,
ajudando, principalmente, a estabelecer a delifmtalas espécies. Porém, esta
area é util também na caracterizagdo, por conseguéma diferenciacdo de
cultivares inter e intraespecificas e para auxitiarselecdo de individuos que
tém caracteristicas de interesse em programas @nammento genético. Isso
porque estudos anatdmicos sdo intimamente relaldenao funcionamento do
vegetal e a plasticidade das condicBes nas quaes é@sdividuos estardo
inseridos.

A citometria de fluxo é uma técnica que permiter pgemplo, a
guantificagdo do contetdo de DNA. Porém, um dosdgs problemas atuais da

citometria € a necessidade de padronizacdo dokadiss para que se evitem
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erros de andlise e se possibilite a comparacaersaivdos resultados. Quando
se trabalha com nimero muito grande de individaosjo, por exemplo, em
bancos de germoplasma, a determinacdo da quantiéad#NA nuclear por
meio da citometria de fluxo pode substituir a cgata de cromossomos. O
conhecimento do nimero de cromossomos, do nivpldigia ou do contetido
de DNA nuclear, além de essencial para a caraatéiz do germoplasma, €
imprescindivel para trabalhos de melhoramento genéia programacéo dos
cruzamentos.

Além dessas, outras areas sao importantes pararagtes@acao
intraespecifica e interespecifica de diversas é&spés pardmetros fitotécnicos,
as técnicas em biologia molecular e a citogenéfioa,meio de caracteristicas
morfofisiolégicas, dentre outras.

Diante do exposto, objetivou-se, com o presenteath@, diferenciar
cultivares/espécies do géneBaccharumguanto a anatomia foliar e do colmo,
estabelecer um protocolo confiavel para a realzagéanalise de citometria de
fluxo, bem como comparar espécies e cultivaresatha-de-aclcar quanto ao
contetdo de DNA genémico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia e origem da cana-de-agucar

A cana-de-acUcar pertence ao gérieascharumfamilia Poaceae e foi
descrita taxonomicamente, pela primeira vez, panaéus, em 1753, no livro
“Species Plantarum” (HITCHCOCK, 1923).

A taxonomia e a nomenclatura do género tém sido dewafio
(ALMARAJ; BALASUNDARAM, 2006). O género é conhecidpor dois
sinénimos Saccharophorune SacchariferaQuando foi inicialmente descrito, o
género consistia apenas de cinco a dez espécgranias do Velho Mundo,
inclusive S. officinarum S. spontaneumS. sinenseS. edulee S. barberi
Depois, varias espécies foram alocadas em outraserg® incluindo
Andropogon AnthoxanthumEriochrysise Erianthus e foram transferidas para
Saccharum O caso deErianthus é particularmente interessanteianthus é
considerado intimamente relacionado cBatcharumporém, varios botanicos
0 consideram pertencente a géneros distintos, d@searincipalmente, em
caracteristicas floristicas. Porém, esta é muitével e o géner&@accharum
atualmente, compreende todas as espécies que fgaontas anteriormente
como pertencentes ao géndtoanthus (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,
2011)

Atualmente, a organizacdo taxondmica mais utilizéeleaceita) é a
proposta por Daniels e Roach (1987), que descrevarana-de-aclicar como
membro da familia Poaceae, subfamilia Panicoide#®m Andropogoneae,
subtribo Saccharinae, grupo Saccharastrae e g8aeotarum

As atuais cultivares de cana-de-agUcar sdo hibritiginados de

cruzamentos interespecificos realizados no iniciosélculo XX, envolvendo,
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principalmente, plantas d&. officinarume S. spontaneune retrocruzamento
com S. officinarum(nobilizacdo). Estes hibridos sdo citados cd&accharum
spp. (LANDELL; BRESSIANI, 2010). Os mesmos tém de 100 180
cromossomos e cerca de 80% a 90% do genon®a dicinarume de 10% a
20% do genoma de. spontaneurfPIPERIDIS;PIPERIDIS; HONT 2010).

O centro de origem ainda é muito discutido, poréaiguns
pesquisadores consideram que a cana-de-agUcanat®ja do Arquipélago da
Polinésia (CESNIK; MIOCQUE, 2004). Porém, provaveftie, o surgimento do
géneroSaccharung anterior a atual divisdo dos continentes, o qrratdificil
determinar a origem da mesma. O que se sabe é &@udoib centros de
diversidade, o Velho Mundo (Asia e Africa) e o NoMundo (América do
Norte, Central e do SUlCHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011)

2.2 Importancia econdmica da cana-de-agUcar no Bris

A cultura da cana-de-acUcar € de grande importamziagronegécio
brasileiro, representando, a indulstria sucroalé@glecerca de 2% das
exportacBes nacionais, além de reunir 6% dos emgreggroindustriais
brasileiros e contribuir de maneira efetiva pararescimento do mercado
interno de bens de consumo (BOLOGNA-CAMPBELL, 200KICA, 2009).
O Brasil encontra-se na posi¢cdo de maior produtordial de cana-de-acUcar e
exportador de acucar (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTEGENTO -
CONAB, 2012).

A cana-de-acgUcar é cultivada em area superiormitt@es de hectares
e, para 2013, é estimada produgdo superior a 7400esi de toneladas
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA- IBGE,

2013), destinadas a fabricacdo de acuUcar, alcoplardente e alimentagéo



16

animal, sendo a maioria das lavouras destinadadupéo desses dois primeiros
itens.

Em geral, 55% da cana brasileira sdo transformadosilcool e 45%,
em acUcar. A cana é plantada no centro-sul e re-nordeste, possibilitando
dois periodos de safra e, assim, ha cana duraieotano. Em Minas Gerais, a
atividade canavieira instalou-se no inicio do sgcxiVIll, com a corrida do
ouro, que representou 0 maior movimento migrat@m Brasil Colbnia,
estimulando a implantacdo de atividades agricadasapitania para suprir as
necessidades da populacdo envolvida com a extrdgdouro (CAMPELO,
2002).

Com a crescente demanda, atualmente, por recumsesjédicos
substitutos do petréleo, a cultura canavieira estgplena expansao no Brasil,
rumo a regibes de marcantes déficits hidricos gnmads épocas do ano, como
Goias, Triangulo Mineiro, Mato Grosso do Sul e ea#t estado de Sdo Paulo
(GUIMARAES, 2011).

A importancia da cana-de-aclcar esta em sua nailtiflizacéo, tanto
“in natura”, por meio da forragem para alimentagéional, ou como base para a
fabricacdo de aguardente, rapadura, melado, aeeaool (RIBEIRO, 1997).

A relevancia da cana-de-agucar no agronegécioldirasé indiscutivel
e, apesar de o pais destacar-se no cenario intamahpor toda a tecnologia ja
empregada nas diferentes etapas de producédo, aigzesientifica ainda tem
muito a contribuir para a maximizacdo do processalytivo, desde a lavoura
até a industria (COSTA et al., 2007).

2.3 Melhoramento genético da cana-de-aclcar

Os programas de melhoramento genético da canadderagonduzidos

em dezenas de paises tém sido responsaveis pongagdassenciais no perfil
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da planta de cana-de-acucar, utilizando, pardfiestestratégias de hibridacdo e
selecdo diferenciadas (LANDELL et al., 2005). O etibp principal dos
programas de melhoramento de cana-de-aclcar érpmovas cultivares que
ampliem a produtividade de energia (agUcar, aleditira).

No Brasil, os programas de melhoramento ja lancaoam grande
numero de cultivares de cana-de-agUcar. Essa idigdes possibilita uma
restricdo natural quanto a area plantada por urica @oltivar.

E importante que cada programa de melhoramentoemiaato seu
préprio germoplasma composto por hibridos comescigré-comerciais e
espécies parentais. Para ser utilizado no proakssubridizacdo (LANDELL;
BRESSIANI, 2010), é essencial que este germopla®aj@bem caracterizado,
para facilitar a busca de genes especificos pdloomista.

Dentre as ferramentas existentes para este fiitpraatria de fluxo tem
destaque, uma vez que, quando padronizada, peanitaracterizacdo de
milhares de individuos em um curto espaco de tedgacordo com o contetdo
de DNA, quando comparada a técnicas citogenét@hBb/EIRA, 2011).

Caracteristicas cariotipicas (nGmero, forma e t&mandos
cromossomos), padrdo de bandas do DNA no cromossommero e
localizacdo de sitios especificos de DNA nos cremmes, além do
comportamento dos cromossomos durante 0s processidsicos e mitdticos
sdo alguns dos aspectos estudados pela citogengtieacontribui com um
conjunto de informacgdes relevantes para o entemdamda planta em si e de seu
processo de melhoramento genético. Além dessestaspgerais, estudos que
envolvam frequéncia de recombinacéo entre genooraslbgos e homedlogos,
detecgBes de anomalias cromossémicas e andliséxtitidade sdo também
amplamente aplicados nessa area (SINGH, 1993).

Por outro lado, a anatomia tem sido utilizada, hétartempo, como

importante ferramenta para auxiliar estudos taxdodsn As avaliacdes
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anatbmicas sdo de especial interesse, principatnmprndo se deseja realizar
estudo comparativo com acessos que apresentarerdésrniveis de ploidia.
Isto se deve ao fato de que o aumento do conteadDNA nuclear afeta
algumas caracteristicas fenotipicas, apresentatidagbes que podem ser
avaliadas mediante a observacao da anatomia da pMADAIL, 2011).

Ndo existem trabalhos de melhoramento visando &ngéb, por
exemplo, de cultivares de cana destinadas exchlosivee a producdo de
cachaga. O que se faz é uma selecdo, dentre asm@dtdisponiveis para a
producdo de acucar e alcool, tentando-se obtetamgee podem ser utilizadas
na producéo de cachaca artesanal, pois, geralmangecultivar que é boa para
acucar e alcool, também é boa para a producéo cleaga Porém, algumas
caracteristicas, como maior rendimento de colmas haectare, alto teor de
sacarose, teor de fibra médio (11% a 12%), facdpdka, resisténcia ao
tombamento, boa adaptacdo a diferentes tipos de esallima, auséncia de
florescimento, baixa isoporizacdo e periodo dézato industrial longo, sédo
objetivos no melhoramento de cana-de-aglcar péahraacdo de aguardente
(MACEDO et al., 2009).

Em Minas Gerais, ainda sédo cultivadas, para a gémue cachaca,
cultivares antigas. Contudo, ja existem algunsalteds recomendando novas
cultivares para este fim. Com esse objetivo, Aefoal. (2007) apontaram a ‘SP
791011’ como uma cultivar que apresenta bons reslios tedricos de
aguardente em litros por hectare da cana-plantacada-soca. Porém, deve-se
ressaltar que essa cultivar é suscetivel a ferrugemmalgumas regifes, a ponto
de ndo estar sendo indicada para o cultivo naoegii do estado de Minas
Gerais (ANDRADE; CARDOSO, 2010).

2.4 Histologia da cana-de-agucar
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A cana-de-aglcar, sendo uma planta que possui @olisimo do tipo
C,4, com ciclo de vida longo considerada semiperene&sapta maior eficiéncia
no uso da agua, nutrientes, £®energia luminosa, produzindo uma quantidade
consideravel de biomassa e ha ocorréncia da aratdmanz em suas folhas. As
plantas G, tais como a cana-de-agUcar, desenvolveram umalteimativa na
gual o primeiro produto da fotossintese € um comoposm quatro carbonos.
Células da bainha do feixe vascular e do mesofilo dispostas em coroas
concéntricas em torno dos feixes para formar ariat&imanz (HABERLANDT,
1896). O metabolismo [Cnas folhas com este tipo de anatomia é a via
fotossintética mais produtiva (WANG et al., 201¥xistem, ainda, trés
variacbes desse metabolismo, de acordo com o rnsevanie transporte de
compostos de quatro atomos de carbono, sendo quararde-aclcar admite-
se gue este seja dependente da nicotinamida adeinaleotideofosfato
(NADP:ME). Contudo, em estudos recentes propde-geoaréncia de mais de
um tipo de transporte dos,;Qa cana-de-acucar, especialmente em folhas
maduras, nas quais ha abundancia de fosfoenolpirwasboxiquinase (PCK),
uma segunda variacdo do mecanismo de transpode dedabolismo (CALSA
JUNIOR; FIGUEIRA, 2007; TAIZ; ZEIGER, 2013).

No tocante a anatomia foliar, apresenta, ainddcuatna epiderme em
ambas as faces, tecido este que apresenta céaragparedes delgadas e é
uniestratificado (AHMAD et al., 2010; CARR; KNOX021).

Em Poaceae, os estdmatos estdo dispostos emsfitenestritos a zona
intercostal, sendo separados por células interéstoas (METCALFE, 1960) e
classificados como paraciticos, pois tém duas a=ldubsidiarias (células
anexas) com seu maior eixo perpendicular ao maiordas células estoméaticas
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009), sendo nivelados estacdo as demais

células epidérmicas.
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Por apresentar estdbmatos tanto na epiderme naafsoéal como na
adaxial, porém, em maior densidade na face abasiatana-de-aclcar é
considerada uma espécie anfi-hipostomatica (CASTRBEREIRA; PAIVA,
20009).

A cuticula desempenha papel importante para miaingzperda de agua
e 0 aumento da resisténcia das plantas as alterdijdécas por meio da
sinalizagcéo de possiveis estresses e também musdalbi¢éicas, por aumentar a
sobrevivéncia de plantas em condigcbes ambientaiersas. Descobertas
recentes sugerem que a cuticula esteja associadsérta a biossintese e a
sinalizagdo, por meio da sinalizacdo de estresg@fcds e abidticos, do
fitormdnio acido abscisico (ABA) (WANG et al., 201D qual regula muitos
aspectos do crescimento e do desenvolvimento dasapl bem como as
respostas ao ambiente, tais como o fechamentostim&os em condi¢cdes de
estresse hidrico, controlando, assim, a transpmiragdas trocas gasosas
(NAMBARA; MARION-POLL, 2005).

As células buliformes sdo células grandes altamemnigiolizadas,
presentes em monocotiledéneas (exceto na ordembidejo Sdo também
conhecidas como “células motoras”, pois, em cordigle seca, perdem pressao
de turgor, diminuindo seu tamanho, o que ocasioearolamento das folhas.
Quando os niveis de agua se tornam suficientesasaptantas, estas células se
expandem e as folhas abrem-se novameéxit¢ AREZ; ROCHA; MACHADO,
2008; ITOH et al., 2005). No entanto, os mecanisgergéticos e moleculares
relacionados ao enrolamento das folhas e a fungd@élulas buliformes nesse
processo continuam a ser elucidados, a fim de dete&mmo se da este processo
(XIANG et al., 2012).

Em Saccharumrspp. estas células estdo presentes em formatajde, le
com tamanhos diferentes e somente na face adaxiapitlerme. Os feixes

vasculares sdo rodeados por uma Unica bainha wmaspatenquimatica. O
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mesofilo é indiferenciado em parénquima palicadiasponjoso e é constituido
por células do parénquima clorofiliano ao redor desxes vasculares
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009; CHAVES, 2012). Ligasl & bainha do
feixe encontram-se corddes de esclerénquima enatconbm uma ou com
ambas as faces da epiderme, como 0s mencionad@opdd (1968). Mauseth
(1988) designou esses corddes de esclerénquimaeates@o de bainha do feixe
vascular, que tem a funcdo mecénica de auxiliaasenrolar da folha, depois
de estabelecidos niveis de agua satisfatorios,ifi@ima manutencgéo da forma
da folha.

Ferreira et al. (2007), trabalhando com as caratitegs anatdmicas das
folnhas de cinco -cultivares de cana-de-acicar (RBBB/7 RB957689,
RB855113, SP80-1842 e SP80-1816) submetidas aseandfiultivariada,
verificaram a presenca de trés principais tecidghgl@s na lamina foliar de
Saccharumspp.: mesofilo, células buliformes e células dinhma do feixe
vascular. As analises da densidade e do tamanhoeskdsnatos também
apresentaram dados estatisticamente significativbais resultados sé&o
importantes na escolha de cultivares a partir degsau de suscetibilidade a
herbicidas, tendo em vista que essas varidveisakdmente correlacionadas
com esta caracteristica.

Bison et al. (2012) realizaram a caracterizacdddamaea da lamina
foliar de quatro cultivares de cana-de-aclcar (IR@62094, IACSP94-2101,
IACSP95-5000 e SP79-1011) e concluiram que os metesnalisados sdo
classificados como anfiestomatica (os estdmat@o gatesentes em ambas as
faces das folhas). Todos os gendtipos apresentaerefe uniestratificada e
lignificada em ambas as faces, com células memarésce abaxial em relacédo a
adaxial e células buliformes na face adaxial. Estssitados complementam

estudos fisiologicos que tém por objetivo fornecamubsidios para o
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desenvolvimento de programas de melhoramento dor satcroalcooleiro
brasileiro.

Trabalhos desse tipo, em cultivares de cana-deapcs&o escassos na
literatura. O enfoque esta nas espécies desteqg@mrespecidb. officinarume
S. spontaneuprcomo apresentaram Ahmad et al. (2010), Artschuvélf@40),
Julien, Irvine e Benda (1989), Metcalfe (1960) enk&draman (1922). Chaves
(2012) realizou trabalhos histologicos na laminiafce em raizes de espécies
nativas do Brasil do referido género.

Os colmos de cana-de-aclcar sdo caracterizadasdpdyem marcados
e entrends distintos, quase sempre fistulosos esgsp, apresentando, assim,
alto teor de fibras. Estruturalmente, o colmo daacé& formado por varios tipos
de tecidos, tais como o cértex, a epiderme, o ¢ggadenquimatoso e as hastes
fibrovasculares. O cértex é composto de fibras antignificadas, sendo
caracterizado pela espessura da parede celulamnprienento e a rigidez de
suas fibras. Este tecido confere protecdo contrefetos mecénicos externos,
servindo de suporte para a planta. Os feixes fasowlares, compostos de fibras
curtas e vasos que atuam na sustentacdo e na dondlag seivas ao longo da
planta, também estdo presentes (PATURAU, 1989)edld parenquimatico
ndo é diferenciado em cortex e medula, no entastaélulas da periferia do
colmo sdo menores, angulares e bastante espefsas.células localizadas na
parte central sdo maiores e com paredes sinuosater grandes e irregulares
cavidades formadas pela desintegracdo das céluapacenquima células
(KUMAR et al., 2009), como pode ser observado igaufféi 1.
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Feize Vascular Feize Vascula
Lente Objetiva 10z Lerte ohjetiva 43

Células Cormpacias
Floema

Figura 1 Corte transversal do colmo de céac¢harumspp.). UFLA, Lavras,
MG, 2013

As fibras tornam os colmos eretos, evitando o tondrmdo e, na
indUstria, a importancia esta na moagem e no balamgico da fabrica. Séo a
parte sélida da planta, formada por celulose, tiggi hemicelulose, pentosanas,
pectinas e outros componentes, sendo a maior gelds (90%) formada pelos
trés primeiros compostos (PIRES et al., 2006).

O teor de fibra da cana é uma caracteristica tagrimas € também
influenciado por diversos fatores, como clima (@huwy temperatura), solo
(umidade e fertilidade), teor de celulose e ligajrépoca de corte e método de
determinacdo (FERNANDES, 2000). A interacdo entealose, hemicelulose e
lignina determina a ultraestrutura da parede aelubbs materiais
lignocelulésicos (RABELO, 2010).

Para Marques, Marques e Tasso Junior (2001), madasxtracdo, o
aumento no teor de fibra de cana resulta na diféxld da moenda em extrair a
sacarose. Isso acontece, pois a fragdo do caldm,vem extraida, em parte é
reabsorvida pela fibra da cana. A quantidade regioso varia de forma

proporcional ao teor de fibra na matéria-prima.éRgra diminuicdo no teor de



24

fibra pode causar o acamamento das plantas dedeaagicar e prejudicar o
balanco energético da industria.

O polimero apresenta resisténcia a tracao e alguegies apresentam
flexibilidade. Apesar da sua simplicidade quimiesiste uma complexa gama
de formas fisicas da celulose, devido, principabmea diversidade de origem e
aos processamentos tecnolégicos subsequentes a bjoenassa celulésica é
sujeita (BEGUIN; AUBERT, 1994).

As hemiceluloses estéo presentes em todas as can@garede celular
das plantas, mas concentram-se, principalmentecamaada primaria e na
secundaria, nas quais estdo intimamente assodadahkilose e a lignina. As
hemiceluloses diferem da celulose, principalmente gua constituicdo em
diferentes unidades de agucares, formando cadeilgsutares curtas e bastante
ramificadas, ndo havendo na literatura teste higtago especifico para este
composto (RABELO, 2010).

Depois da celulose, a lignina é a substancia orgdoolimérica mais
abundante nas plantas. Ela esta presente, primgpts, na lamela média e na
parede secundaria, sendo a substancia que coigelezra parede das células
(BRISTOW; KOLSETH, 1986).

Corroborando as informacfes supracitadas, Kumaralet(2009),
analisando colmo dé&. sinensisconstatra, que o mesmo é composto por
epiderme uniestratificada, tecido base nado diféaeloc correspondente ao
parénquima e varios feixes vasculares dispersos.

Resultados significativos foram encontrados naismalos teores de
lignina e celulose, na espessura da epiderme peesencolmos de cultivares de
capim-elefante (Poaceae) e em sua interferéncidigastibilidade animal. Os
autores salientaram também a importancia de a@elagelacionadas ao

tamanho dos feixes vasculares para melhor qualidasiénferéncias, tornando,
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por meio destas analises, possivel a sele¢do deace$ superiores para a
melhoria de variaveis histologicas (FERREIRA et2010).

2.5 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo consiste em analisar partisuilicroscépicas em
suspensao, obrigadas a interceptar, dentro deuwxm dle fluido, um foco de luz
intensa (SHAPIRO, 2004) e, quando uma particularabsa luz, os elétrons séo
levados do estado fundamental para um estagicadrciCertas moléculas, que
perdem energia por fluorescéncia emitindo luz (Bsoéncia), quando
excitadas, sdo separadas pela utilizacdo de unme d&respelhos dicroicos,
filtros e fotomultiplicadores (EECKHAUT; LEUS; HUMENBROECK, 2005).
Assim, é possivel separa-las da fluorescéncia danftor diferentes moléculas
excitadas pela mesma fonte de luz, utilizando bBspgetlicroicos (KACHEL;
MESSESCHMIDT; HUMMEL, 1990).

Os circuitos dentro do aparelho convertem essassdinorescentes em
valores digitais que sdo armazenados e exibidofomaa de histogramas
(DOLEZEL; GREILHUBER; SUDA, 2007; OCHATT, 2011). Gfais de cada
particula vdo se acumulando, em tempo real, ndsgegramas mono ou
biparamétricos visualizados no monitor de um coagart (CORTE-REAL et
al., 2002).

Assim, um citdmetro de fluxo compde-se de fluidistjca e eletrdnica,
ajustados para permitir a medicdo de células emessdo que fluem juntas
através de um volume precisamente iluminado (ROBINS2006).

O material vegetal tem varias caracteristicas 8niém encontradas em
animais, o que é um desafio para a andlise pamettia. Primeiro, as células
vegetais tém paredes rigidas e sdo mantidas jpotasma matriz extracelular

para formar complexos tecidos tridimensionais. Maona tarefa facil produzir
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uma suspensao liquida de células individuais camédto regular e particulas
subcelulares, tais como nucleos, mitocéndrias,oplastos e cromossomos.
Outros problemas ocorrem devido a composicao gaiahiccitosol. As células
vegetais produzem uma vasta variedade de metabékimundarios que podem
interferir em um determinado ensaio, como, por @tempodem alterar a
coloracdo do DNA nuclear (LOUREIRO et al., 2006).

Nesse contexto, a disseminagédo do uso da citonu#riguxo com os
tecidos da planta se deve, principalmente, a ddadge# de Galbraith et al.
(1983), cuja metodologia inovadora consiste noaiseinto de nucleos a partir
de protoplastos. Com a utilizacdo de uma lamina bdebear para a
homogeneizagcéo do tecido, os autores revolucionaraitometria em plantas,
simplificando o isolamento de nudcleos de célulapagtir de praticamente
gualquer tipo de 6rgao ou tecido de planta. A ddade de DNA é expressa em
picogramas (pg), 8 gramas ou em megapares de bases de nucleotidess (Mb
10° pares de bases), sendo que 1 pg corresponde MPBOBENNETT;
LEITCH, 1995).

Johnston et al. (1999) definiram a citometria dedlcomo uma técnica
eficiente e confiavel para a caracterizacdo doecmitt de DNA de plantas.

Segundo Shapiro (2004), na citometria de fluxo, pasticulas sao
analisadas individualmente e em alta velocidadessim, grandes populagfes
podem ter o contelido de DNA mensurado em um cepage de tempo. Diante
disso, Edmé et al. (2005), analisando o tamanhgetmma de trés hibridos
interespecificos F1 obtidos a partir dos cruzansemeareS. officinarumcv.
Verde aleméao 8. spontaneurov. IND 81-146,S. spontaneurav. Pin 84-1)S.
officinarumcv. Muntok Java, encontraram o contelldo de DNA,@86 pg, para
IND 81-146; 8,91 pg, para Muntok Java e o contedeldNA das progénies

estava dentro da gama de valores de DNA dos réapegiis.
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Estes mesmos autores afirmaram que o tamanho domgeré
relativamente estavel dentro de espéSiesfficinarume dentro das cultivares de
cana comerciais analisadas nesse estudo (6,3@d)05

Zhang et al. (2012), analisando o tamanho do gerdenb acessos de
Saccharum officinarumpbservaram que o conteldo de DNA dos mesmos
variaram entre 7,83-8,27 pg. Esses autores afirméambém que a citometria
de fluxo é uma abordagem alternativa tanto pardficaar informacbes
cromossbmicas, se disponiveis, como estimar o ndeelploidia, se esta
informacdo n&o for conhecida, pois o tamanho doomen é altamente
correlacionado com o nimero de cromossomos, indicgue este valor pode
ser calculado a partir da estimativa do tamanh@me&o (PALOMINO et al.,
2012).

Pouco se sabe sobre a variacdo do tamanho do gelemina e entre as
espécies do génefaccharune estas informagBes podem ajudar na utilizagéo
dos recursos genéticos de cana para programa ideluego de duas maneiras:
(1) validar o nivel de ploidia de acessos com nomede cromossomos
conhecidos e (2) prever o nivel de ploidia pareebeguque ainda ndo possuem
namero de cromossomos definido (SOUZA et al., 20Cbntudo, esta técnica
nao foi largamente explorada em cana-de-acUcar.
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CAPITULO 2

Anatomia foliar e do colmo em cana-de-agUcar

RESUMO

As caracteristicas anatbmicas de uma planta poderiiaa na
diferenciacdo interespecifica e intraespecificaudes desse tipo em cana-de-
aclcar ainda sdo raros. Com isso, este trabalhaefilizado objetivando
diferenciar cultivares/espécies do génSexcharunguanto a anatomia foliar e
do colmo. Foram analisadas 17 cultivares e 2 espéla cana-de-aglcar. Foram
avaliadas 15 secc¢Bes transversais e 40 paradérri2€éface) para cada
individuo estudado. As variaveis analisadas nagodssctransversais foram
espessura do limbo foliar, distancia entre feixasculares, nimero de feixes
vasculares, nimero de células buliformes, espessarauticula e epiderme nas
faces abaxial e adaxial. Nas seccbes paradérnmaasiaces adaxial e abaxial
das folhas, foram obtidos a densidade estomaticadro de estdmatos.nfi o
didmetro polar dos estdmatos, o didmetro equateralrelacdo entre didmetro
polar: didmetro equatorial). Para analise do colim@m retiradas secfes
centrais da regido do entrend, sendo avaliadaseci®as centrais dos colmos de
cada cultivar e espécie. As variaveis analisadasrfdeor de lignina e celulose.
Os dados foram submetidos & anélise de variantiappegrama Sisvire as
médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a Sptatmbilidade. Para analise
de cluster, utilizou-se uma matriz de dados agropaela técnica de ligacao de
média de grupos (UPGMA) e, a partir desta andiisgerado um dendrograma.
Os individuos podem ser separados de acordo cearasteristicas da anatomia
foliar. Plantas com feixes vasculares mais préxitdas maior nimero destes e
isso confere maior resisténcia a condigbes xesdfitamaior translocacdo de
fotoassimilados. As células da epiderme sao ligmifas e, na face adaxial,
apresentam células motoras do tipo buliformes. Antjdade de lignina e
celulose variou entre as espécies e as cultivaesglo a cultivar CTC 7
apresentado os menores niveis de ambos. O dendgrarado a partir dos
resultados das 18 variaveis anatdmicas classifisondividuos em trés grupos,
considerando a distancia euclidiana média = 20.

Palavras-chaveSaccharumspp. Histologia. Dendrograma.
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ABSTRACT

The anatomical characteristics of a plant can metpe interspecific and
intraspecific differentiation. Studies of this tyjre cane sugar are still rare.
Therefore, this investigation was carried out fifedéntiate cultivars / species of
the genusSaccharumregarding the leaf and stem anatomy. We analyzed 17
cultivars and two species of cane sugar. We evaduab cross sections and 40
paradermic sections (20/surface) for each indilidstadied. The variables
analyzed in cross sections were leaf thicknesgartie between vascular
bundles, number of vascular bundles, bulliform cellint and thickness of the
abaxial and adaxial cuticles. The stomatal derfsitynber of stomata.mf), the
polar diameter of the stomata, their equatoriaimgiter and the ratio between
these last two were measured in paradermic seatibtiee adaxial and abaxial
leaf surfaces. For stem analysis, central sectimre taken from the internode
region, evaluating 15 central sections of the stefrsach cultivar and species.
The variables analyzed were lignin and celluloseataDwere subjected to
analysis of variance by the Sis¥gorogram and averages grouped by Scott -
Knott test at 5 % probability. For cluster analysie used a matrix of data
grouped by the Unweighted Pair Group Method withithhnetic Mean
(UPGMA), and from this analysis, a dendrogram wasegated. Individuals can
be separated according to the leaf anatomy chaistite. Plants with closer
vascular bundles have a higher number of them &gl grovides greater
resistance to xerophytic conditions and increasadnstocation of
photoassimilate. The epidermal cells are lignied have bulliform type motor
cells on the adaxial sueface. The amount of ligmd cellulose varied among
species and cultivars, the cultivar CTC 7 presgntite lowest levels of both.
The dendrogram generated from the results of 1®aneal variables classified
the subjects into three groups, considering thennkgetlidean distance = 20.

Keywords:Saccharunspp. Histology. Dendrogram.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar S@ccharumspp.) € uma das mais importantes
espécies cultivadas no mundo. No Brasil, em 20E3ma-se que serdo
produzidas mais de 743 milhdes de toneladas, gepresenta um aumento de
3,94% em relacdo a safra anterior, sendo o estdiths Gerais responsavel
pela producdo de mais de 740 milhdes de tonelddasido atrds apenas do
estado de Sdo Paulo (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGHRA E
ESTATISTICA - IBGE, 2013). Essa producdo destina-se setor
sucroalcooleiro, a fabricagdo de cachaga, a alegéntanimal e a obtencéo de
sementes, dentre outros destinos. Diante dessagdmdé notavel a importancia
socioeconémica desta espécie para a economia ahcion

Mesmo com a relativa informalidade do agronegdédocdchaca, a
producdo mineira tem destaque nacional, sendo Maeeagis o primeiro estado
em volume de producéo, com cerca de 200 milhddigral®’ano, que equivalem
a 50% da producao nacional. Isto destaca a releipartancia deste segmento
da agricultura para a economia do estado. A obtedednovas cultivares por
meio de programas de melhoramento genético podegxgmplo, gerar maior
lucratividade sem aumento das despesas no agreaagocachaca (SERVICO
BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS -
SEBRAE, 2001).

A anatomia vegetal tem importante destaque na ibaigtdo com
diversas areas do conhecimento, como botanicaldiiga e ecologia. Os
primeiros estudos da anatomia de plantas tinham gbgetivo entender a
distribuicdo e a organizacdo dos principais tecittmsorpo do vegetal. Além
disso, a combinacdo de caracteres na planta podesesséria para distinguir
acuradamente acessos dentro das cole¢bes de gasmepl(STEINER;
SANTOS, 2001).
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A cana-de-aglcar é uma planta que tem o metaboldgmiipo C4 e,
devido a isso, ha ocorréncia da anatomia Kranzuas flhas. A cuticula esta
presente na epiderme localizada em ambas as faxssji paredes delgadas e
este tecido é uniestratificado. Células buliforrestio presentes em formato de
leque, com tamanhos diferentes e somente na fapdahdla folha os feixes
vasculares sdo rodeados por uma Unica bainha saspatenquimatica; o
mesofilo é indiferenciado em parénquima palicadiasponjoso e é constituido
por células incolores e parénquima clorofilianorador dos feixes vasculares
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009; CHAVES, 2012). O ow é preenchido
por tecido parenquimatico, nao diferenciado emexée medula (KUMAR et
al., 2009).

Metcalfe (1960) estudou a anatomia da familia Paxa¢&ramineae) e
determinou caracteristicas anatdmicas, tais copaoodi célula epidérmica, tipo
de estomato e a disposicdo das células escledficain torno dos feixes
vasculares. Em relacdo a anatomiaSaecharum os trabalhos tém enfocado,
principalmente, cultivares d&. officinarume S. spontaneuptomo mostram os
trabalhos de Ahmad et al. (2010), Artschwager (1.980son et al. (2012),
Ferreira et al. (2007), Julien, Irvine e Benda @)98Metcalfe (1960) e
Venkatraman (1922). No entanto, ha poucas inforemc@a literatura, a
respeito da anatomia foliar comparativa das espéeieultivares, estando a
caracterizacdo deste género apenas em estudostidmsj podendo ser
complementada por trabalhos com anatomia vegetdEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011).

Com isso, este trabalho foi realizado com o objetike diferenciar

cultivares/espécies do géneBaccharumguanto a anatomia foliar e do colmo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

A caracterizacdo da anatomia foliar e do colmoréglizada em 17
cultivares e 2 espécies de cana-de-acUcar (SP 84362801842, SP 891115,
SP 813250, RB 925211, RB 855453, RB 867515, CTC RB925345, CTC 9,
CTC 16, CTC 14, CTC 7, CTC 8, CTC 1, CTC 2, CO 4%3accharum
officinarumL. e S. sinensid..) mantidas pelo Departamento de Agricultura e
localizadas no painel de cultivares de cana-deaagiec Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Os individuos avaliados tinham 12se® de cultivo, cana-

planta.

2.2 Anatomia foliar e do colmo

Para a anatomia de folhas, foram coletadas amatdrasgido mediana
da primeira folha completamente expandida e, noneaplforam retiradas
porcdes centrais e de tamanho homogéneo, as quaiis fixadas e preservadas
em etanol 70%. As andlises foram realizadas no raafido de Anatomia
Vegetal, no Departamento de Biologia e no Laboiatde Cultura de Tecidos,
no Departamento de Agricultura da UFLA. Seccoesstrarsais (face abaxial e
adaxial) do limbo foliar e paradérmicas da folhaifo submetidas a clarificacao
em hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) e laamgem agua destilada. As
secgOes transversais foram coradas com soluc&blsafr(safranina 1% e azul
de astra 0,1% 7:3) e as seccdes paradérmicas,asocadn safranina 1% e,
posteriormente, montadas em laminas semipermaneonesgua glicerinada.

Foram avaliadas 15 secc¢des transversais e 40 paiedg (20 em cada

face) para cada cultivar/espécie de cana-de-aclisasecdes foram registradas
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em microscopio éptico equipado com uma camera Matid MP e visualizadas
no computador, com auxilio do programa Belview.

Nas secc¢des transversais foram avaliadas as esgeedsuimbo foliar, a
distancia entre feixes vasculares, o numero deedei® numero de células
buliformes, as espessuras da cuticula e a epidavenéal e adaxial.

Nas seccdes paradérmicas nas faces adaxial e lat@sifolhas foram
obtidas a densidade estomatica (nimero de estomatdy os didmetro polar
dos estdbmatos e didmetro equatorial e a relacae estas duas Ultimas
variaveis.

Para andlise do colmo, foram retiradas se¢Besat®db entrend, sendo
avaliadas 15 seccdes centrais dos colmos de calilddim e estas foram
coradas com solucao safrablau (safranina 1% edezastra 0,1% 7:3).

A variaveis analisadas foram niveis da matiz aznalu{ose) e da
vermelha (lignina, suberina e cutina). A andlise tlaagens foi realizada pela
técnica RGB (Red, Green, Blue) e por meio da feeram histograma do
software Adob& Phtoshoff CS3 versédo 10.0. A anélise computacional RGB
aplicada a histoquimica permite a identificacdaidersas cores por meio das
cores basicas iniciais: vermelhad), verde green e azul blue.

Todas as medi¢cOes para anatomia foram feitas petpgma de analise
de imagens UTHSCSA ImageTool (University of Texd8an Antonio, USA),
utilizando-se calibracdes feitas com régua micrnosedfotografada nos mesmos
aumentos das fotomicrografias.

Os dados foram submetidos a andlise de varianda p®grama
Sisvaf’ (FERREIRA, 2011) e as médias agrupadas pelo des®@cott-Knott, a
5% de probabilidade. Para analise dligster utilizou-se uma matriz de dados
agrupados pela técnica de ligacdo de média de gimveightes Pair-Group
Method using Arithmetic AveragedPGMA), empregando como medida de

dissimilaridade a matriz de distancia euclidianaiméue é dada por
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Define-se a distancia euclidiana média entre odeagenétipos i e ',
considerando )Ya observagéo no i-€simo genotipo (cultivar e date) para a
j-ésima caracteristica,

A partir desta analise foi gerado um dendrogramara Pisso,
consideraram-se, inicialmente, as 19 cultivaregt@ep, que foram, entao,
agrupadas de forma sucessiva, formando, assims meindividuos mais
préximos. Inicialmente, agruparam-se os dois imlligs de menor distancia
euclidiana média. A cada grupo formado, era, em@mnstruida a matriz de
similaridade, definindo a distancia média entreowongrupo com cada um dos
demais, usando, para tanto, a média entre os salordividuais de
dissimilaridade dos individuos de um dos grupos @amma um dos outros
grupos (MEYER, 2002). Esse processo se repetilaatunidao de todos os
individuos em um Unico grupo, formando o dendrogrammo representacdes

das afinidades e das diferencas anatdmicas enindiogluosestudados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferencas estatisticas para todas as vaiaralisadas. Na
Tabela 1 é possivel visualizar que os estdbmatosncaior diametro polar estéo
presentes na cultivar SP 842025, tanto da facaallipianto da adaxial. Porém,
neste ultimo caso, tal medida nao diferiu das\arés CTC 9 e da RB 925211.

Tabela 1 Diametro polar e equatorial de estbmadedates adaxial e abaxial de
espécies e cultivares de cana-de-acu&acdharumspp.). UFLA,
Lavras, MG, 2013

Cultivar Diametro polar (um) Diametro equatorial (um)
Face Aba Face Ada Face Aba Face Ada

CO 143 5291e 50,68 e 28,72 ¢c 28,21d
CTC1 55,11 ¢ 53,45¢c 28,46 c 26,50 e
CTC 2 50,02 e 54,28 c 26,87 d 26,23 e
CTC7 46,90 f 52,65d 32,24 a 30,46 b
CTC 8 51,98 d 54,01 c 26,88 d 26,52 e
CTC9 56,57 b 58,66 a 31,38 b 27,30 e
CTC 14 56,26 b 55,34 c 29,41 c 26,77 e
CTC 15 58,31b 60,09 a 30,37 b 28,71d
CTC 16 56,60 b 57,74 b 31,39b 30,39 b
RB 855453 47,52 f 46,92 f 31,39b 32,60 a
RB 867515 48,58 e 51,95d 28,60 c 26,95 e
RB 925211 57.2b 59,62 a 28,03 c¢c 26,77 e
RB 925345 49,75 e 52,03d 31,48b 28,98 ¢
SP 891115 4530 ¢ 50,89 e 28,42 c 28,25d
SP 801842 54,83 ¢ 56,58 b 32,11 a 31,60 a
SP 813250 45879 4992 e 33,16 a 29,41 ¢
SP 842025 62,43 a 60,32 a 25,72 d 26,32 e
S. officinarum 40,12 i 36,66 h 28,60 c 26,91 e
S. sinensis 41,90 h 36,49 h 30,23 b 27,31e
CV(%) 5,16 4,80 7,79 6,40

*Médias seguidas das mesmas letras minldsculas olagas pertencem ao mesmo
grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de prolzdiile
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A espécieS. officinarumapresentou o menor diametro polar nas duas
faces e néo diferiu da. sinensi¢Figura 1). Esse resultado revela uma adequada
relacdo com o conteddo de DNA, que também é mamocomparado ao das

demais espécies e cultivares.

Figura 1 Fotomicrografrias de espécies e cultivalesana-de-aclcar. A - SP
842025 face abaxial; B - RB 855453 face adaxiak CTC 7 face
abaxial e D — CTC 1 face adaxial. Barras de 20 URLA, Lavras,
MG, 2013

Considerando o diametro equatorial, a cultivar 88882 apresentou 0s
maiores valores nas duas faces, tendo, na facdahbsikio estatisticamente
igual ao das cultivares CTC 7 e SP 813250 e, na #fataxial, igual ao da
cultivar RB 855453 (Tabela 1 e Figura 1).
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Os didmetros polar e equatorial estdo intimamegiecionados com a
maior capacidade de difusdo de £0©a menor perda de agua via estébmatos.
Estbmatos com maior di@metro polar e menor didmetnoatorial sdo
relativamente mais eficientes e permitem ao vegete rapidez maior nos
processos de abertura e fechamento estomatico (L28C1). Esta pode ser uma
adaptacdo vegetal a regides onde ha presencardsseshidrico. Ja a presenca
de estbmatos menores € comum em condi¢des demitzosidade (SHIELDS,
1950).

Por ser uma variavel com alta plasticidade fencdipiresultados
divergentes sdo encontrados na literatura, comogyxemplo, os encontrados
por Ullah et al. (2011), que afirmam que o compritoe(didmetro polar) dos
estdbmatos da espécte sinensisaria entre 30-36 um. Este valor é inferior ao
observado neste trabalho, possivelmente devidaoergdincia entre os climas
locais, sendo que as plantas avaliadas nestehtmabalencontravam no clima de
Lavras, MG.

Tanto na face adaxial quanto na abaxial, a espBciefficinarum
apresentou a maior densidade estomatica, comosgod#servado na Tabela 2.
A espécieS. sinensisipresentou 0 menor valor para esta variavel nas fdges,
enquanto, na face adaxial, as cultivares CTC 9,8BB453, RB 867515, SP
801842 e SP 842025 também apresentaram valore®iate

A cultivar SP 842025 tem maior capacidade de diftldCQ e menor
perda de agua via estdmatos nas duas faces, pdim®tro polar:diametro
equatorial € maior para esta cultivar. A cultivdd 825211 também apresentou
habilidade superior de acordo com tal relacdo, ppedmente na face adaxial
(Figura 2). Quanto maior for a relacdo didmetroapdlametro equatorial, a
captacao do Cocorre de forma mais eficiente, ou seja, sem gmperdas de
agua em decorréncia do tempo gasto no processbediii@ e fechamento dos
estdbmatos (PEREIRA, 2008).
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Tabela 2 Densidade estomatica e relagdo didmelao.gi@metro equatorial dos
estdmatos da faces adaxial e abaxial de espécieltivares de cana-
de-acucar$accharunspp.). UFLA, Lavras, MG, 2013

Didmetro polar: didametro

Densidade estomatica

Cultivar equatorial

Face Aba Face Ada Face Aba Face Ada
CO 143 95,27 ¢ 69,69 b 1,86d 1,80 e
CTC1 100,33 ¢ 63,80 b 1,96 c 2,02 c
CTC 2 100,60 ¢ 56,76 c 1,87d 2,08 ¢c
CTC7 108,19 b 56,48 c 1,479 1,73 e
CTCS8 113,53 b 57,60 c 194 c 2,04c
CTC9 81,50d 49,17d 1,87d 2,16 b
CTC 14 99,48 c 59,57 ¢ 1,96 ¢ 2,08 ¢c
CTC 15 84,87 d 49,17d 1,94 c 2,09c
CTC 16 82,06 d 57,60 c 1,84d 1,90d
RB 855453 99,20 ¢ 47.49d 152¢g 1,44 f
RB 867515 92,17 c 52,54d 1,70 e 1,94d
RB 925211 109,31 b 55,64 c 2,06b 2,24 a
RB 925345 120,28 b 65,48 b 1,59 f 1,80 e
SP 891115 96,67 c 60,70 c 1,60 f 1,80 e
SP 801842 90,21 d 52,83d 1,71 e 1,79 e
SP 813250 99,76 c 80,09 a 1,40 h 1,70 e
SP 842025 86,84 d 49,17d 2,46 a 2,31la
S. officinarum 134,61 a 75,60 a 1,40 h 1,37 f
S. sinensis 53,67 e 53,67 d 1,34 h 1,34 f
CV(%) 15,87 20,59 9,17 8,06

*Médias seguidas das mesmas letras minlUsculas glagas pertencem ao mesmo
grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de prolzdiile

Em geral, os individuos com menor valor da relagh@dmetro
polar:diametro equatorial tém também um maior dtéongolar. Uma adaptacdo
encontrada para elevar as taxas de condutancim&sta e fotossintética das
plantas é a presenca de um maior nimero de esmatoo observado pafa
oficcinarum,em ambas as faces. Isso, por um lado, ocasioita efgativo,
principalmente quando estes valores sdo muito,ajfogjue o aumento do

nimero de estdmatos com menor relagdo diametro:gidlaetro equatorial
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pode levar ao aumento de perda de agua pela flBabela 2), mas pode ser
benéfico, j& que, em C4, h4 maior evaporacdo, eteado também maior
difusdo de HCQ, com maior aproveitamento de &(pela PEPcase
(fosfoenolpiruvato carboxilase) e, também, as teslesadas de evaporacéo
proporcionam maior fluxo de nutrientes .

As espécies analisadaS. (officinarume S. sinensi)sapresentaram 0s
menores valores para a relagdo didmetro polaredgiato que pode ser
explicado pelo fato de as cultivares comerciaierseindividuos melhorados a

partir desta espécies e que, em decorréncia diggesentam, talvez, maior

tolerancia a seca

Figura 2 Fotomicrografrias de espécies e cultivalesana-de-aclcar. A S:
officinarumface abaxial; B — CTC 9 face adaxial; C — RB 925fte
adaxial e D — RB 867515 face adaxial. Barras deug0 UFLA,
Lavras, MG, 2013
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Analisando-se a espessura do limbo foliar, obssevgue as folhas mais
espessas, dentre as estudadas, foram as dasresltvadC 1, CTC 8, CTC 9,
CTC 15 e SP 801842 (Tabela 3 e Figura 3).

Tabela 3 Espessura do limbo foliar (ELF), distameitre feixes (DEF), niUmero
de feixes vasculares (NF), nUmero de células buliégs (NCB) de
espécies e cultivares de cana-de-acu&acgharumspp.). UFLA,
Lavras, MG, 2013

Cultivar ELF (um)  DEF (um) NF NCB
CO 143 461,48 d 149,49 b 3,30b 530b
CTC1 647,76 a 158,23 b 3,10 c 7,70 a
CTC 2 494,36 ¢ 159,18 b 350b 6,00 b
CTC7 595,81 b 177,88 a 3,60b 590b
CTC S8 636,90 a 155,88 b 3,40b 8,40 a
CTC9 642,74 a 160,95 b 2,60 c 3,40b
CTC 14 593,75 b 180,09 a 3,10 c 9,20 a
CTC 15 647,76 a 158,23 b 3,10 c 7,70 a
CTC 16 568,94 b 181,15 a 3,50b 8,40 a
RB 855453 552,14 b 182,87 a 2,80 c 4,10b
RB 867515 569,42 b 143,99 b 3,90b 530b
RB 925211 595,37 b 178,40 a 2,90 c 3,40b
RB 925345 508,27 ¢ 140,95 b 3,50b 540b
SP 891115 188,82 f 53,68 d 4,70 a 8,50 a
SP 801842 667,14 a 207,79 a 2,90 c 540b
SP 813250 303,15 e 118,14 c 2,60 c 480b
SP 842025 179,72 f 53,91d 4,80 a 6,80 a
S. officinarum 497,45 c 159,64 b 3,80b 10,10 a
S. sinensis 341,70 e 106,29 ¢ 4,60 a 9,10 a
CV(%) 9,81 21,17 25,34 38,13

*Médias seguidas das mesmas letras minldsculas olagas pertencem ao mesmo
grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de prolzdiile
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As folhas mais finas pertencem as cultivares SAEB9® SP 842025.
Esta variavel esta diretamente relacionada conmxa f@atossintética, pois se
espera que, em folhas com maior espessura, haj@tarmaior nidmero de
cloroplastos (PIMENTEL, 1998). Essa caracterigbode variar de acordo com
0 ambiente, porém, como todas as plantas encontragaem um mesmo
espaco, essa diferenca encontrada pode ser exppoadliferencas genéticas.

Considerando a distancia entre feixes, foram exdfds, nas cultivares
CTC 7, CTC 14, CTC 16, RB 855453, RB 925211 e SP38R, os maiores
valores para esta variavel, o contrario do condtates cultivares SP 891115

e SP 842025, nas quais os feixes vasculares eaoosg mais proximos
(Figura 3).

Figura 3 Fotomicrografias de espécies e cultivdeesana-de-agucar. A — CTC
1;B-RB 867515;C-CTC 8e D—-CTC 16. Barrag@em. UFLA,
Lavras, MG, 2013
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Essa proximidade permite maior niumero de feixes &en, o que
assegura a conducao de agua e fotoassimiladosspdisuver problema em um
dos feixes (cavitacdo), os outros podem suprireasatidas, o que configura
também uma estratégia de protecdo do sistema diidiac planta (SACK;
HOLBROOK, 2006).

Em monocotileddneas, o tecido de sustentacdo ttesfé formado por
esclerénquima, que tem paredes celulares secundaneespessamento, o que lhes
confere resisténcia, aumentando, assim, a susierdagdrgdo junto com as células
lignificadas da epiderme das duas faces. O esqldréa é encontrado em
relativamente grandes quantidades, associado aiandas feixes na bainha em
espécies do géneBaccharun{COLBERT; EVERT, 1982). No caso das cultivares
avaliadas, é possivel afirmar que essa estrutscef@énguima + feixes) é em
formato de “I", pois as duas epidermes estdo aaepdlo esclerénquima.

Com isso, é possivel fazer uma relagédo entre tAndia dos feixes
vasculares e a quantidade de esclerénquima nmtqumis, quanto menor essa
distancia, maior o niumero de feixes e maior a dqdaté de esclerénquima, o
gue confere grande resisténcia ao limbo foliar.n@s$ores nimeros de feixes
vasculares podem ser observados nas cultivares9Q$PLB (Figura 3) e SP
842025, valores que corroboram a informagéo amterigue podem conferir a
essas cultivares maior capacidade de condutanciadgi®, minerais e
fotoassimilados (Tabela 3).

Na literatura ha poucas informacBes sobre céluldidobmes, sendo
estas descritas como células motoras, pois, o0 gulse é que mudancas no
turgor dessas células séo capazes de provocapkamento da lamina foliar e,
consequentemente, reducéo da perda de 4gua Epiteepdo. Possivelmente, as
mesmas séo originarias de modificacbes de célaapitlerme (MELO et al.,
2007). Alequini et al. (2006) diagnosticaram a eres de células desse tipo
entre as células da epidermeSkrcharumAs cultivares CTC 1, CTC 8, CTC
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14, CTC 16, SP 891115, SP 842035pfficinarume S. sinensigpresentaram o
maior numero de células buliformes (Tabela 3), e, quovavelmente, acarreta
reducdo da perda de agua por transpiracédo, devigimlzabilidade maior de
ocorrer 0 enrolamento das folhas em funcdo da pmedargor dessas células,
gue sao sensiveis a umidade (SOUZA et al., 2018).células buliformes
ocorreram apenas na face adaxial da epiderme Hasi@s avaliadas.

Dallewijn (1962) relata a existéncia de certa @aentre a anatomia da
folha e o habito de enrolamento das folhas de darsgiicar. Vale ressaltar que
estas células buliformes estdo frequentementeiadasca células incolores que
formam colunas que atravessam ou ndao o mesofila, @@sim, facilitar o
enrolamento. Esta associacao ja foi observad&arnharunspp. (JOARDER et
al., 2010) e em espécies de Panicoidae (GUGLIERINGHI-WAGNER;
ZULOAGA, 2008).

A cuticula cobre as paredes periclinais externascdhilas epidérmicas
formando um revestimento de natureza lipidica. Somposicdo quimica é
variada, sendo a cutina um dos principais compese®s cultivares analisadas
apresentam cuticula lisa e regular.

A cuticula menos espessa da face abaxial foi ohdarmas cultivares
SP 891115, SP 813250 e SP 842025 (Tabela 4 e FHjurda para a face
adaxial, o mesmo foi observado na cultivar SP 89111

Cuticulas finas ou levemente espessadas sdo eaasmgm plantas que
se desenvolvem em condi¢cdes mesofiticas (CUTLERTHBE) SREVENSON,
2011). As cultivares RB 867515 e RB 925211 apresant maior espessamento
da cuticula em ambas as faces (Tabela 4). Estaaécanacteristica xerdfita
(CUTLER; BOTHA; SREVENSON, 2011; MENEZES; SILVA; MB-DE-
PINNA, 2006), uma vez que auxilia na protecéo @atperda de agua e atua na

protecdo contra o excesso de luminosidade (ALQUANIal., 2006). Outra
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importante fun¢éo deste revestimento é a de canteohbsorcdo de herbicidas
(FERREIRA et al., 2007).

Considerando a epiderme na face abaxial, valorBsiores foram
observados nas cultivares SP 891115, SP 81325084&R5. Analisando-se
este mesmo tecido, porém localizado préximo a $alexial do limbo foliar, os
menores valores foram observados para as culti&®e891115, SP 842025

officinarum(Tabela 4 e Figura 4).

Tabela 4 Espessura da cuticula da face abaxiabeiahdECAB E ECAD),
espessura da epiderme da face abaxial e adaxiAB(EEEEAD) de
cultivares e espécies de cana-de-acu&accharumspp.). UFLA,
Lavras, MG, 2013

Cultivar ECAB EEAB ECAD EEAD
CO 143 17,88 ¢c 35,53 a 18,70 ¢ 31,30 c
CTC1 21,23 Db 4477 a 21,36 b 46,23 a
CTC 2 21,14 b 39,50 a 23,84 Db 41,25 b
CTC7 20,21 c 42,73 a 22,39b 42,29 b
CTC S8 21,56 b 35,12 a 27,14 a 36,57 c
CTC9 20,73 b 40,26 a 25,61 a 47,55 a
CTC 14 18,19 ¢ 36,85 a 28,60 a 43,93 b
CTC 15 21,23 Db 4477 a 21,36 Db 46,23 a
CTC 16 1794 c 36,03 a 19,45 ¢ 41,44 b
RB 855453 22,32b 39,95 a 28,10 a 37,62 c
RB 867515 25,56 a 37,48 a 28,48 a 43,72 b
RB 925211 24,58 a 42,57 a 30,19 a 50,86 a
RB 925345 18,22 c 35,65 a 2425Db 41,13 b
SP 891115 9,01d 13,01 b 7,351 12,87 f
SP 801842 19,18 ¢ 43,72 a 20,65b 4793 a
SP 813250 10,56 d 15,72 b 15,81d 20,79 e
SP 842025 8,12d 11,28 ¢ 11,27 e 13,43 f
S. officinarum 20,02 c 35,77 a 1291 e 35,37 ¢
S. sinensis 18,61 ¢ 3221a 18,17 ¢ 28,71d
CV(%) 20,96 23,33 19,81 14,87

*Médias seguidas das mesmas letras minlUsculas olagas pertencem ao mesmo
grupo, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de prolzduile
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Nas cultivares analisadas, esse tecido € unidisimdth em ambas as
faces, a epiderme é bastante responsiva a fatoodésgieos, e as células mais
estreitas deste tecido sdo mais resistentes a daltéigua, pois sdo mais

resistentes ao colapso (MELO et al., 2007).

Figura 4 Fotomicrografrias de cultivares/espéciescdna-de-agicar. A — SP
813250; B — CTC 1; C — SP 842025 e [3—sinensisBarras de 20
um. UFLA, Lavras, MG, 2013

O corante utilizado permitiu que a lignina fosseada em vermelho e a
celulose em azul. Houve diferencas estatisticas estteores de lignina e entre
os valores de celulose observados. A cultivar CT@Gpresentou valores
inferiores para estas varidveis, se comparada catosodemais individuos

analisados (Gréfico 1 e Figura 5A).
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A fibra da cana-de-aglcar é a parte solida da alafiormada por
pentosanas, pectinas e, principalmente, celulosmicelulose e ligninas, ha
também a ocorréncia de outros componentes (FERNANRBE00). Com isso, a
guantificacdo dos niveis de celulose e ligninasrpeio de teste histoquimico
pode ser um método de selecao indireta para tefirde
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As cultivares de cana com baixos teores de filmmoca ‘CTC 7, sdo
mais suscetiveis a danos mecéanicos provocadoscpele e carregamento,
resultando em perdas de acUcares decorrentes deamioacao por
microrganismos que passam a ter acesso a panteamtes colmos. O baixo teor
de fibra pode provocar também acamamento, 0 qu@omiona maior
quantidade de terra na matéria-prima encaminhaaduatria (TELLES, 2009).
Isso, possivelmente, explica o fato de que neswmmaecultivar foi observado
um tombamento excessivo no primeiro corte (CENTRE TECNOLOGIA
CANAVIEIRA, 2013).

Observando-se os niveis de vermelho, nota-se difarestatistica entre
as cultivares/espécies, tendo aquelas que apresmantaaior teor de lignina sido
CTC 14, CTC 16, RB 925211, SP 891115, SP 842028 818250, sendo que
esta Ultima também pertence ao grupo com maiordearlulose (Grafico 1 e
Figura 5B). Este tipo de andlise é interessanta paogramas de melhoramento
genético, uma vez que o aumento do teor de fibrgada reduz a eficiéncia da
extragdo de caldo nas moendas (MARQUES; MARQUESSS® JUNIOR,
2001), sobretudo para as condicbes de producdoadeaga nas quais 0s
produtores dispbem de moendas simples e com bébiéneia de extracéo
(ANDRADE; CARDOSO, 2010).

Figura 5 Fotomicrografrias de colmos de cultivatecana-de-acucar. A — CTC
7 e B-SP 813250. Barras de 20 um. UFLA, Lavras, RMG3
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As paredes celulares primérias sdo formadas petzionento celular e,
nesse estadio, ndo ocorre deposicao de lignina Algéso, as paredes primarias
sdo separadas umas das outras por uma lamela deftiaitada no primeiro
estadio de crescimento celular, constituida de nmatemorfo (pectina)
(PACIULLO, 2002). No entanto, com a expansédo celulanecanismo favorece
mudancas na parede celular. Essa transicdo ocozte @cumulo de
polissacarideos distintos daqueles da parede paim@elulose altamente
cristalina e hemicelulose) e pela deposicdo deinignO floema, por suas
caracteristicas, apresenta células azuis em tosldscialos. Este € um tecido
vascular constituido por elementos crivados (cgluilgas sem nudcleo e vacuolo,
em geral alongadas, que apresentam parede priotdniaareas crivadas) e sao
livres de lignina (FERREIRA et al., 2010).

Estes mesmos autores, analisando proporcdes dealigrelulose e a
espessura da epiderme por meio de cortes histokdias colmos de cultivares
de capim-elefante e estimando a herdabilidade ntidseamplo, a correlacéo
genética e o coeficiente de variacdo ambientalrétgm, concluiram que as
cultivares superiores para esses caracteres pogleobtidas pelo emprego de
métodos simples de selecao para a melhoria dast@dsticas histolégicas.

De acordo com o dendrograma resultante da anatisegdupamento
(Figura 6) é possivel dividir os individuos em tgéspos principais, a partir da
distncia euclidiana média (20), com diversos auyiggs. Os grupos estdo
unidos por ordem decrescente de semelhanca, sepdmeiro grupo formado
pelas cultivares SP 591115, CTC 15, SP 801842,13P58, SP 842025 e CTC
2, que sdo individuos precoces indicados para $@loss. O segundo grupo é
formado pelas cultivares com alta produtividaderépp com teor de fibra
relativamente alto, que sdo RB 925211, CTC 16, C4CCTC 8, RB 855453,
CTC 9, RB 925345, CO 143, RB 867515, CTC 1 e pedpgcies. sinensig S.

officinarum A cultivar CTC 7 foi classificada em um terceigoupo. Este
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individuo tem como caracteristicas principais &pcalade, a despalha natural e
0 desenvolvimento inicial rapido, porém susceptevdbmbamento excessivo
(CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2013; HOFFMANN etl.,
2008; MARIN, 2013).

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
R led Cluster C
1] ? 10 115 20 25

1 L 1
SPEINS J
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SP 842025
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RB 522211 I
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5. sinense
> CTC 14 |
CTCs

RB 852453

CTCY

RB 928345 |
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Co143

RB 867515
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Figura 6 Dendrograma de similaridade genética, dgera partir de 18
caracteristicas anatdmicas multicategoricas e lealoude acordo
com a distancia euclidiana média entre 19 indivdduertencentes ao
género Saccharum gerado pelo agrupamento UPGMA. UFLA,
Lavras, MG, 2013
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4 CONCLUSAO

As cultivares/espécies podem ser separadas dedocacoom as
caracteristicas da anatomia foliar. As espéciesngéimos adaptadas a estresse
hidrico, se comparadas as cultivares ja melhoradastudo, tém ndmero
elevado de células buliformes, podendo enroladeapente. As cultivares SP
891115 e SP 842025, possivelmente, apresentam eawaimiveis de
esclerénquima, de condutdncia de agua, de minerdis fotoassimilados. A
cultivar CTC 7 tem menores niveis de lignina e loslke, contrastando com a SP
813250. Por meio da andlise de agrupamento, dsatek CTC 7 e SP 891115
sao as que tém maior dissimilaridade.
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CAPITULO 3

Confiabilidade das analises de citometria de fluxe variacdo no contetdo

de DNA em cana-de-acgucar

RESUMO

A citometria de fluxo € definida como uma técniéailf e rdpida de
determinacdo do conteldo de DNA, dentre outrasctafsticas. Este trabalho
foi realizado com o objetivo de avaliar a confimaitle da analise de citometria
de fluxo e, por meio desta técnica, diferenciar,aderdo com o contetdo
relativo de DNA, cultivares e espécies de canaedeaa Saccharunsp). Para
isso, foram analisadas 16 cultivares e 3 espéeigsrcentes a este género. Para
a determinacdo de um protocolo confiavel, foramliagdas trés tampdes de
extracdo (LBO1, Marie e Tris.Mgg}] presenca e auséncia de RNase, seis doses
de iodeto de propideo (5, 10, 15, 20, 25 e 30 gljfro periodos de exposi¢éo
ao iodeto de propideo (0, 5, 10 e 20 minutos) e padrdes de referéncia
externos (ervilha, fava, milho, rabanete, cent®ifa e tomateiro), em que foram
determinados o coeficiente de variacdo (CV) e dedmo de DNA (CD). Para
andlise estatistica, utilizaram-se os programavafSise XLSTAT®. S&o
recomendados o tampdao de extracdo Marie e a gétizde, no minimo, 15 pL
de iodeto de propideo. Ndo se deve realizar adeitas amostras imediatamente
apos a adicdo deste. O uso de RNase é dispens@ahe padrdo externo de
referéncia, deve ser utilizado o tomateiro. Osvilddios analisados podem ser
separados em quatro grupos, em funcéo do conteiBiA.

Palavras-chaveSaccharunssp. Citbmetro. Metodologia.
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ABSTRACT

Flow cytometry is defined as an easy and fast igcienfor determining
the DNA content, as well as other characterisfid®e objective of this study
was to evaluate the reliability of flow cytometrgadysis, and by means of this
technique, differentiate, according to the relatdBA content, species and
cultivars of sugarcaneséccharunsp.) For this, we analyzed 16 varieties and 3
species belonging to this genus. For determinatioa reliable protocol, we
evaluated three extraction buffers (LB0O1, Marie dmid$.MgChL), presence and
absence of Rnase, six doses of propidium iodidd@5,15, 20, 25 and 30 uL),
four periods of exposure to propidium iodide (0,18, and 20 minutes) and
seven external reference standards (peas, beans,radish, rye, soybean and
tomato), for which the coefficient of variation (\and DNA content (CD)
were determined. For statistical analysis, we uedprograms Sisv3rand
XLSTAT®. The Marie extraction buffer and use of at ledsuL of propidium
iodide are recommended. One should not performréaeling of samples
immediately after their. The use of RNase is dispéfe, and tomato should be
used as an external reference standard. The adadgraples can be separated
into four groups on the basis of DNA content.

Keywords:Saccharunssp. Cytometer. Methodology.
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1 INTRODUCAO

A cultivar é o potencial tecnolégico de maior intocia, tanto para a
melhoria na qualidade da matéria-prima quanto paamento da produtividade
de cana-de-acucar. O melhoramento genético é adbga®ducao, por meio da
qual sdo obtidas novas cultivares que promovem agardcentuados de
produtividade e qualidade. Atualmente, no Brasiistem quatro programas
com esta finalidade, no Instituto Agronémico de @aras (IAC), Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC), Canavialis (Monsamtd}ede Interinstitucional
de Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESRARBOSA et al.,
2005).

No melhoramento de espécie de reproducao vegetatimao a cana-de-
acucar, o processo de selecao do gendtipo supgsi@ando a sua clonagem
inicia-se logo na populacdo segregante (F1), geaagartir da hibridacdo de
genitores previamente selecionados. Pesquisadeseatn melhorar a eficiéncia
das metodologias utilizadas nesse processo déieelegual ocorre em ambito
de individuo (PEDROZO, 2005).

A citometria de fluxo é uma ferramenta Util nesgm® tde selecéo,
possibilitando a estimativa do conteddo de DNA ¢adeanho gendmico, e pode
ser definida como um método novo e rapido paraméar, de forma eficiente
e reprodutivel, o contetdo relativo de DNA nuclear nivel de ploidia de um
grande namero de espécies (vegetais e animais) AOTH013).

Variabilidades intraespecificas ja foram relatadaas espécies
Arabidopsis thaliandSCHMUTHS et al., 2004Ranicum virgatun{COSTICH
et al., 2010)Olea europaeasp.europaeavar. europaeaBRITO et al., 2008) e
Chenopodium quino@OLANO et al., 2012).
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No entanto, ha pouca informacgéo disponivel sobtertetdo de DNA
nuclear e o tamanho do genoma em cana-de-aguca.iffermacédo pode ser
valiosa para a compreensdo dos fendmenos citogesédm cruzamentos
(BURNER, 1997) e complementar os programas de wdeb@&mento de
germoplasma convencionais e moleculares que visamertar a diversidade
genética e a troca de gene, auxiliando na selegdgedétipos superiores.
Contudo, os beneficios da técnica de citometriaflale® ainda n&o foram
explorados em cana-de-acicar (EDME et al., 2008egundo Zhang et al.
(2012), em contraste com os estudos sobre ploidianeero de cromossomos,
pouco se sabe sobre a variacdo do tamanho do gedernteo e entre espécies
Saccharum

Este trabalho foi realizado com o objetivo de aradi confiabilidade da
analise de citometria de fluxo e, por meio destait@, diferenciar, de acordo
com o conteudo relativo de DNA, espécies e cukisade cana-de-agucar

(Saccharunspp).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Para analisar a confiabilidade da andlise de cireenele fluxo, os
experimentos foram realizados com a esp&idaecharum officinarume a
caracterizagdo do contetdo de DNA foi realizadalénsultivares e 3 espécies
de cana-de-acUcar (SP 842025, SP 801842, SP 8RRB1%5211, SP 813250,
RB 867515, CTC 159, RB 925345, CTC 9, CTC 16, CBCATC 7, CTC 8,
CTC 1, CTC 2, CO 413saccharum. officinarunL., S. sinenselL. e S.
spontaneunL.), mantidas pelo Departamento de Agricultura elizadas no
painel de cultivares de cana-de-acUcar da UniwasidFederal de Lavras

(UFLA). Os individuos avaliados tinham 12 mesesul#vos, cana-planta.

2.2 Preparo e extragcdo das amostras

O preparo das amostras e as analises por citonusriluxo foram
realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos, Departamento de
Agricultura da UFLA. Com objetivo de estimar o caimio de DNA, foram
avaliadas trés amostras para cada cultivar, seada aema delas considerada
uma repeticdo. O delineamento utilizado foi inteieate casualizado com trés
repeticdes. As amostras vegetais utilizadas paatifigar o DNA em citdmetro
de fluxo eram constituidas da primeira folha con@plente expandida de cada
individuo. Foi coletada uma folha de cada plamtetieada uma pequena porgéo
na regido mediana. Os fragmentos foram embaladoss&mos plasticos

juntamente com algoddo umedecido, identificadevados para o laboratério.
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Os coeficientes de variacdo foram obtidos no podpriograma de
analise e o conteudo de DNA nuclear em (pg) dastadafoi estimado

utilizando-se a férmula

. Glamostra
DNA amostra(pg) = Glpadrio x DNA padrio (pg)

O simbolo C corresponde ao tamanho do genoma mu@gdoide (em
mega pares de base, Mpb) que foi estimado de acomoa férmula proposta
por Bennett e Smith (1976), com a converséao de 4 @80 Mbp (DOLEZEL et
al., 2003).

[Contetido de DNA 2C (pg) x 980Mpb]
2

Tamanho do genoma (Mphb) =

Para avaliacdo da confiabilidade das analisesmfon@ensurados o
contetdo de DNA e o coeficiente de variacdo de eaddise. Para isso, foram
utilizadas, aproximadamente, 20-30 mg de folhasrjswdas plantas e do padréo
de referéncia externo. Os fragmentos foram trimsa@ém placa de Petri
contendo 1 mL de tampdo de extracdo gelado, pdizercdo dos nudcleos
(DOLEZEL; DOLEZELOVA; NOVAK, 1994).

Apbs o processo de extracdo, a suspensao de niicleaspirada por
meio de duas camadas de gaze, com auxilio de pijgef@asteur, e filtrada
através de uma malha de pth. Os nudcleos foram corados pela adicdo uma
solucdo de 1 mg/1 mL de iodeto de propideo.

Em todas as analises, o padrao de referénciaadkilifoi o tomateiro

(Solanum lycopersicuni.. cv. Stupické), que apresenta 1,96 pg de DNA,
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exceto quando as variaveis estudadas foram o prppdrao de referéncia e o

tampéo Marie.

2.2.1 Tampdéo de extracdo na confiabilidade das anmggs de citometria de

fluxo

Foram testados trés tampdes de extracdo (LBO1.eMariris.MgC))
(GALBRAITH et al., 1983).

2.2.2 Utilizagdo de RNase na confiabilidade das dises de citometria de

fluxo

Foram testados dois tipos de iodeto de propiden,eceem RNase (0 e
200 pg/mL).

2.2.3 Quantidade de iodeto de propideo na confiallhde das analises de

citometria de fluxo

Foram testadas seis doses, 10, 15, 20, 25 e 3@aulma solugéo de 1
mg/1 mL de iodeto de propideo.

2.24 Tempo de exposicdo dos nucleos ao iodeto deopideo na

confiabilidade das andlises de citometria de fluxo

Foram testados cinco tempos de exposi¢éo: 0, 516,20 minutos.
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2.2.5 Padrdo externo de referéncia na confiabilidad das analises de
citometria de fluxo

Foram testados sete padres de referéncia: e(Fllam sativuni. cv.
Ctirad), feijdo fava\icia fabal.), milho (Zea mayd..), rabanete Raphanus
sativus L. cv. Saxa), centeioSgcale cereald..), soja Glycine maxL.) e

tomateiro Solanum lycopersicuil. cv. Stupické).

Na Tabela 1 sdo apresentados os conteldos de Di/Aatirdes de

referéncias utilizados.

Tabela 1 Conteido de DNA dos padrbes de referénitizados. Lavras, MG,

2011
Padréo de referéncia Contetdo de DNA (pg) Refeménci
Ervilha cv. Ctirad 9,09
Centeio 16,19 Dolezel et al. (1998)
Feijao-fava 26,90 .
Rabanete cv. Saxa 1,11 Dilfgg{tis(%%g)g“ €
Tomateiro cv. Stupické 1,96
Milho 5,43 Lysak e Dolezel (1998)
Soja 2.05 Dolezel, Dolezelova e

Novak (1994)

2.2.6 Variacao no contetdo de DNA

A partir de ensaios prévios, foram utilizadas, pardeterminacéo do
contetdo de DNA, aproximadamente 20-30 mg de fgthamns das plantas e de
Solanum lycopersicurh. cv. Stupické L. (padrdo de referéncia exterfiopam
triturados em placa de Petri contendo 1 mL de tamgarie gelado, para a
liberacdo dos nucleos (DOLEZEL; BINAROVA; LUCRETTIL989). A
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suspenséo de nuicleos foi aspirada através de domslas de gaze, com auxilio
de uma pipeta Pasteur, e filtrada através de untiaande 50um. Os nlcleos
foram corados pela adicdo deil5de uma solucdo de 1 mg/1 mL de iodeto de
propideo.

2.3 Andlises estatisticas

Para cada amostra, pelo menos 10 mil nucleos foaaalisados
utilizando-se uma escala logaritmica. A analise rimilizada no citbmetro
FacsCalibur (BD, Bioscienses, San Jose, CA, USAs éhistogramas foram
obtidos com o software Cell Quest (Becton DickimseoCompanhia, San Jose,
CA, USA) e analisados estatisticamente no softwiwJd® 10.0.6.

Os coeficientes de variacdo (CV), tamanhos de gen¢vpb) e
contetdos de DNA (pg) obtidos foram submetidos&ises de variancia pelo
teste F e, quando significativas, as médias dos €¥s contelidos de DNA
(pg) foram agrupadas pelo teste de agrupamentot-Scott (p<0,05)
(SCOTT; KNOTT, 1974). Também foi realizado o agmpato das amostras
de acordo com a similaridade obtida por meio daeefmo de DNA (pg),
considerando-se o método de andlise de coordepadaipais (ACoP), com o
auxilio do software XLSTAT (ADDINSOLFT, 2013), pardiferentes
contetdos de DNA, cultivares e espécies.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A confiabilidade das andlises de citometria dedlfidi mensurada de
acordo com os coeficientes de variacao (CVs) eecoiais de DNA inerentes a
cada analise. Galbraith et al. (2001) afirmam qu@/oé um critério elementar
gue reflete na confiabilidade de analise de citamete fluxo, sendo estes dois
parametros inversamente proporcionais. Houve difa® estatisticas entre os
contetdos de DNA e os coeficientes de variacdo \@Wedos nas andlises de
citometria de fluxo utilizando-se diferentes tampd@abela 2). As analises
realizadas com o tampao Marie apresentaram CVsstisemente iguais, feitas
com tampéo LBO1 e Galbraith. Tais tampfes foramazep de manter a
integridade da solucéo formada pelos nucleoS.d#ficinarumisolados (Figura
1). O conteudo de DNA obtido com o primeiro tampéitado diferiu
estatisticamente dos demais e mais se assemelhencaatrado na literatura
(8,32 pg/2 C) (EDME et al., 2005).

Tabela 2 Conteido de DNA e coeficientes de varid€ats) das analises de
citometria de fluxo em funcéo de diferentes tampieextracdo em
cana-de-agucas( officinarumlL.). Lavras, MG, 2013

Tampdao de extracao Conteldo de DNA (pg) CV (%)
Marie 8,32 a 4,22 a
LBO1 7,62b 5,04 a
Tris.MgClI2 384c 791b

*Médias seguidas das mesmas letras minUsculaslaaacpertencem ao mesmo grupo,
pelo teste de Scott-Knot (p<0,05)

Especificamente, o tampao Marie é formado por géc@ue mantém a
integridade nuclear e previne a formacédo de aglatosr de nucleos), EDTA,

gue é usado por ligar-se a cations bivalentes gmneem como cofatores de
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nucleases (enzimas que realizam a degradacdo tEoselulares) e alguns
sais inorganicos (KCI, NaCl) sdo adicionados acgmuno intuito de manter
uma estabilizacdo ibnica. O pH da solucéo varidgrdetie um limite estreito
(7,0-8,0). A presenca de dois detergentes ndodénitriton-X-100 e o Tween
20, facilita a liberacdo dos nudcleos dos citoplasmamove restos de citoplasma
da superficie dos nucleos, dispersa cloroplastdgminui a tendéncia de os
ndcleos e os fragmentos citoplasmaticos se agmgdARIE; BROWN,
1993). Tais caracteristicas sdo indispensaveis pagbtencdo de analises

confiaveis, como verificado neste experimento.
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Figura 1 Histogramas de citometria de fluxo obtidmsn os tampbes de
extracdo: A) Marie, B) LBO1 e C) Tris.Mg€lemS. officinarumL.
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Pico 1: Tomateiroolanum lycopersicurh. cv. Stupické) e pico 2:
amostra. UFLA, Lavras, MG, 2013
Outros trabalhos testando tampdes ja foram reaizedmVitis vinifera

(LEAL et al., 2006) eQuercus suberL. (LOUREIRO et al.,, 2006a), e
apresentaram resultado semelhante ao deste trabalfin aqueles obtidos com
0 tampéo Marie 0s mais confiaveis.

Também foram verificadadiferencas estatisticas entre os contetdos de
DNA e os coeficientes de variacdo (CVs) obtidos aradlises de citometria de
fluxo utilizando-se diferentes quantidades do fwoomo iodeto de propideo,
com observado na Tabela 3 e na Figura 2.

Quando foram utilizados 10 pL da solucdo, as médass variaveis
analisadas diferiram das demais doses. Nessa dad@atde corante, o CV esta
acima do aceito na literatura, que é de 5% (GUIMARAet al., 2009).
Compostos citosélicos interferem na ligacdo do rlacomo com o DNA
inibindo a fluorescéncia dos corantes, fato comum glantas (PRICE;
HODNETT; JOHNSTON, 2000). Devido a isso pode ogoaaecessidade de
maior quantidade do corante para leitura mais @sreomo visto na Tabela 3.

Tabela 3 Contetdo de DNA e coeficientes de varid€ats) das analises de
citometria de fluxo, em funcéo de diferentes quiattes de iodeto de
propideo (IP) em cana-de-acuc&. (officinarumL.). Lavras, MG,

2013
Quantidade de IP (uL) Conteldo de DNA (pg) CV (%)
10 7,26 a 501b
15 7,93 b 4,00 a
20 8,05b 4,13 a
25 8,16 b 4,30 a
30 8,16 b 4,36 a

*Médias seguidas das mesmas letras minUsculaslaaacpertencem ao mesmo grupo,
pelo teste de Scott-Knot (p<0,05)
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Figura 2 Histogramas de citometria de fluxo obtidesacordo com a quantidade
de iodeto de propideo (IP). A) 10 pL e B) 20 pL &nofficinarumL.
Pico 1: Tomateiro §olanum lycopersicurh. cv. Stupické) e pico 2:
amostra. UFLA, Lavras, MG, 2013

As analises com quantidade de IP variando entreel30 pL
apresentaram resultados estatisticamente iguais ggaduas variaveis, o que,
possivelmente, ocorreu devido a saturacdo do araisto €, em um
determinado ponto, todos 0s nucleos estdo corada@s alicdo de mais
fluorocromos néo proporciona um aumento na intelsd

Loureiro et al. (2006b), analisando folhasRisum sativumverificaram
gue 1 mL de suspenséo contendo nucleos celulacestesiva-se saturado com
a utilizacdo de 750 pL, 25 vezes mais que a maiantifade utilizada nesse
experimento. Contudo, uma solucdo desse tipo paate stdo corada
satisfatoriamente muito antes deste ponto.

As varidveis analisadas também apresentaram médiatisticamente
significativas para os tratamentos nos quais fdestados diferentes tempos de
exposicao da solucéo nuclear ao fluorocromo.

O CV da analise realizada imediatamente apos d@dig corante foi o
mais alto, resultando em estimativas menos confiaues aquelas determinadas

nos demais tempos (Tabela 4 e Figura 3).
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Para Barre et al. (1996), um periodo de incubaedd d 10 minutos é,
geralmente, suficiente para saturar todos os si@oBNA. Por mais tempo, a
coloracao pode levar a diminuicdo da fluorescéata ao aumento dos niveis
de residuos, o que compromete sensivelmente dsemndé citometria de fluxo.

Tabela 4 Contetdo de DNA e coeficientes de varid€acts) das analises de
citometria de fluxo, em fungé@o de diferentes temgesexposicao
(minutos) da solucéo nuclear ao fluorocromo iodktgropideo (IP),
em cana-de-agucas (officinarumL.). Lavras, MG, 2013

Tempo(gq(?nixposmao Contetudo de DNA (pg) CV (%)
0 8,24 a 517b
5 8,27 a 4,00 a
10 8,42 a 4,33 a
15 8,59 b 3,83a
20 8,64 b 4,17 a

*Médias seguidas das mesmas letras minUsculaslaaacpertencem ao mesmo grupo,
pelo teste de Scott-Knot (p<0,05)
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Figura 3 Histogramas de citometria de fluxo obtidesacordo com o tempo de
exposicdo ao iodeto de propideo (IP). A) 0 min €lB)min, emS.
officinarum L. Pico 1. Tomateiro olanum lycopersicuni. cv.
Stupické) e pico 2: amostra. UFLA, Lavras, MG, 2013
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Loureiro et al. (2006b), trabalhando cdPisum sativum verificaram
gue, apdés 60 minutos de exposicdo da suspensdendonbs nucleos, a
fluorescéncia comecga a diminuir. Essa diminuicdo f@ verificada neste
trabalho, talvez por néo ter ocorrido o teste campios tdo elevados, visto que o
intervalo de tempo usado por esses autores naacaficado nas analises
rotineiras.

Os resultados utilizando a RNase mostraram-se eiratlifes aqueles
obtidos na presenca desta enzima, se consideragltasap coeficiente de
variacado (Tabela 5 e Figura 4). O mesmo ndo ocqraea a variavel contetdo
de DNA. Na auséncia de RNase, os resultados apadesnse assemelham com
0 esperado, sendo, por isso, recomendada a auséss@menzima no preparo de

amostras de citometria de fluxo de cana-de-acucar

Tabela 5 Contetdo de DNA e coeficientes de varid€acts) das analises de
citometria de fluxo, em funcdo da RNase em canacdear §.
officinarumL.). Lavras, MG, 2013

RNase Contelido de DNA (pg) CV (%)
Presenca 7,73 b 4,04 a
Auséncia 8,30 a 4,06 a

*Médias seguidas das mesmas letras mindsculaslaaacpertencem ao mesmo grupo,
pelo teste de Scott-Knot (p<0,05)
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Figura 4 Histogramas de citometria de fluxo obtidagpresenca de RNAse (A)
ou na auséncia desta (B) e officinarumL. Pico 1. Tomateiro
(Solanum lycopersicunh. cv. Stupické) e pico 2: amostra. UFLA,
Lavras, MG, 2013

A RNase (ribonuclease), enzima também denominadmdenuclease,
€ responsavel pela degradacdo de RNA (BROWN, 199%yatamento com
enzima pode ser necessario para a determinacaerdeldo de DNA, pois
alguns corantes, como o iodeto de propideo, smligsnbém ao RNA, levando
a superestimativas. Isto justifica a utilizacdcsdgwoteina nesse tipo de analise.

Porém, RNase, muita vezes, pode ndo ter efeitoidalea baixa
quantidade de RNA. Isso ocorre nas folhas, por pi®npodendo parecer
indispensavel, porém, vale salientar a sua esdielacia em tecidos ricos em
RNA, tais como sementes e meristemas, o que exicasultados obtidos, em
gue a presenca da RNase é dispensavel (GREILHUBER, 007). Tal fato
explica os resultados melhores na auséncia olenedifes a RNase, observados
na Tabela 5.

Houve diferencas estatisticas quando se analisofluéncia do padrao
de referéncia externo na confiabilidade de analigesitometria de fluxo, para

ambas as variaveis analisadas (Tabela 6).
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Tabela 6 Contetldo de DNA da amostra e coeficietdesariacdo (CVs) das
andlises de citometria de fluxo, em fung¢do padréoreferéncia
externo em cana-de-ac¢uc&: OfficinarunlL.). Lavras, MG, 2013

Contelido de DNA (pg) CV (%) Padrao de

Padroes de referéncia

S. officinarum referéncia
S. cereale 7,16 a 2,72 a
Tomateiro 8,09b 3,09 a
Ervilha *x *x
Rabanete 8,69b 555c
Feijao fava 9,30c 553¢c
Milho 10,24 ¢ 4,54 b
Soja 10,34 c 4,79 b

*Médias seguidas das mesmas letras minUsculaslaaacpertencem ao mesmo grupo,
pelo teste de Scott-Knot (p<0,05)
* Sobreposi¢do dos picos da amostra e do padraonext

Quando foi utilizado o rabanete, observaram-se |teshs
intermediarios para as duas variaveis. Contudoy al€ssa analise ndo € aceito,
bem como o do feijoeiro, sendo ambos estatistictarignais (5,55% e 5,53%,
respectivamente) (Tabela 6).

As analises utilizando a ervilha apresentaram gaolsiedo dos picos, o
gue se deve a proximidade dos valores de conte@dDNKA do padrdo de
referéncia e da amostra analisada (Tabela 6 ed=§ur

Devem-se evitar o feijdo-fava (26,90 pg) e o cen(8i cereale 16,19
pg) como padrdes de referéncia em andlises dedsaaaecar, pois o contelido
de DNA de ambos é muito superior ao desta espgeilendo levar a erros no
resultado. Na Tabela 1 estdo citados os conte(el@®NA (em pg) dos padrbes
de referéncia utilizados neste experimento.

Price e Johnston (1996) recomendaram que o padeacefdréncia
utilizado na citometria de fluxo deve apresentdorvde DNA proximo ao da
amostra cujo conteudo é desconhecido, para evitdtodinearidade, mas nao

deve haver sobreposic¢des dos picos.
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Figura 5 Histogramas de citometria de fluxo obtidosn diferentes padrées
externos. Pico 1S. officinarumL. e Pico 2:
A) tomateiro Solanum lycopersicun.),
B) ervilha Pisum sativunt..),
C) feijoeiro Vicia fabal.),
D) soja Glycine maxX..). UFLA, Lavras, MG, 2013.

Se forem considerados o contelldo de DNA e o tamdohgenoma,

foram detectadas grandes diferencas no teor de @R} variando de 12,12 pg

(CTC 7) a 7,70 pgS. spontaneurn.) (Tabela 7).

Os individuos dé&accharunspp. analisados podem ser divididos em 4
grupos, pelo método de Scott-Knott. O maior grumpanfido pelas cultivares
CTC 7,CTC9, CTC 2, SP 801842, CTC 8, SP 8132BB42025, RB 925211,
CTC 14 e RB 925345 também é o agrupamento no guainf verificadas as
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maiores médias de conteddo de DNA e tamanho donggnwariando entre
12,12-11,27 pg/2C e 5.938,8-5.522,3 Mpb por nubbkgaoide, respectivamente.
Seguindo a ordem decrescente, o proximo agrupaménformado pelos
individuos RB 867515S. sinenseCTC 15, CTC 16, CTC 1, SP 891115 e CO
143, nos quais os valores de conteddo de DNA e rammalo genoma
observados variaram de 11,09 a 10,15 pg/2C e 3.484,973,5 Mpb/1C. As
espéciess. officinarume S. spontaneurformaram um grupo a parte, com 8,42 e
7,70 pg/2C de DNA e 4.125,8 e 3.773,0 Mpb/1C (Ta@g

Tabela 7 Contetdo de DNA e tamanho do genoma dedeales e espécies de
cana-de-acUcaB@ccharunspp.). UFLA, Lavras, MG, 2013

Cultivar/espécie Cgﬂf%gg)de g-le—ﬁ?righ((li/lgob) Scott-Knott (5%)
CTC7 12,12+0,36 5938,8 a
CTC9 12,05+0,21 5904,5 a
CTC 2 11,99+0,40 5875,1 a

SP 801842 11,79+0,35 5777,1 a
CTC8 11,77+0,37 5767,3 a
SP 813250 11,75+0,55 5757,5 a
SP 842025 11,63+0,26 5698,7 a
RB 925211 11,53+0,26 5649,7 a
CTC 14 11,31+0,48 5541,9 a
RB 925345 11,27+0,39 5522,3 a
RB 867515 11,09+0,45 5434,1 b
S. sinense 11,07+0,38 5424.3 b
CTC 15 11,10+0,40 5439,0 b
CTC 16 10,50+0,30 5145,0 b
CTC1 10,47+0,13 5130,3 b
SP 891115 10,46+3,76 5125,4 b
CO 143 10,15+0,30 4973,5 b
S. officinarum 8,42+0,50 4125,8 (o
S. spontaneum 7,70+0,32 3773,0 c

*Médias seguidas das mesmas letras minUsculaslaaacpertencem ao mesmo grupo,
pelo teste de Scott-Knot (p<0,05)
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As analises de citometria de fluxo mostraram apenm pico,
correspondente a fase GO/G1l (nivel 2C) do cicloulgel Os picos
correspondentes a fase G2+M (M=mitose) (nivel 48) foram detectados,
indicando auséncia de células em divisdo ou eniliplgaumento do niamero
de cromossomos, ocasionado pela replicacdo serarjpogdivisdo celular) nos
individuos de cana-de-agucar avaliados.

Os resultados aqui apresentados evidenciam queaadesacUcar tem
um genoma de tamanho grande e variavel (7,70-1212C). O aumento do
conteido de DNA observado em algumas cultivareseotais pode nao
necessariamente afetar o fenétipo dessas populagiesespecificas e,
provavelmente, sdo oriundas de autoduplicacdoi@hgdlo do genoma sem que
ocorra a divisao celular).

As cultivares comerciais foram praticamente clasgias no mesmo
grupo, o que indicaria que o tamanho do genomatd&edsem cultivares
comerciais (as demais 15 cultivares foram divididas apenas dois grupos).
Segundo dados encontrados na literatura, essdlidsidé pode ser observada
até mesmo depois de 12 geracfes de intercruzaniemateriais avancados em
programas de melhoramento genético (EDME et &d5R0

Tal estabilidade do genoma pode ser explicada fatgbode a maioria
das cultivares de cana-de-agUcar presentes emotadondo ser derivada do
intercruzamento de uma progénie composta por pquex@ntes ou por pressao
de selecao indireta. Estabilidade similar € obskrnen outras culturas, como a
bananaNlusaspp.) (LYSAK et al., 1994).

As diferencas do conteddo de DNA e do tamanho dwmga de
algumas cultivares, também observadas, podem siéuidas ao efeito
nucleotipico. Tal efeito atribui a tais variacbemportancia tanto no

desenvolvimento quanto na adaptacdo por meio deefeitos em paradmetros,
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como volume nuclear e celular, tempo dos ciclostmi e meidtico (NUNES,

2008).
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Figura 6 Histogramas de citometria de fluxo utdi@a na quantificacdo do
contetido de DNA d8accharumspp. O primeiro pico corresponde a:
A) cultivar CTC 7, B) cultivar CO 143, C) espé@8eofficinarunL. e
0 segundo pico corresponde ao tomatedolgnum lycopersicur.).
UFLA, Lavras, MG, 2013

Para Wiliams et al. (2002), pode haver essa Hgeiariagdo na
guantidade de DNA porque ha pequenas amplificag@iesdelecbes de
sequéncias de DNA nos cromossomos, durante o pmads hibridizacéo.
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Entéo, essa hibridagéo pode, eventualmente, altetsananho do genoma, sem
mudancga simultdnea no nimero de cromossomos.

Para o método de agrupamento ACoP, um gréafico bitmonal foi
construido (Figura 7). Para isso, foram empregadses dois primeiros
componentes fornecidos pela analise, pois exphtatf0,00% de variacdo
entre as amostras, com 62,22% (F1) e 37,78% (FE®pectivamente. O
agrupamento ACoP diferiu do método de Scott-Knagsificando as cultivares

em quatro grupos, porém, de forma diferente.

Variaveis (eixos Fle F2: 100,00 %)
CTCY

1 -
_———_ " | rBS&7
/ 3B 925211 \
o143
75 // T cTCs
/ crcia
0,5 1
3P 891115 I I I Clee
cTc16
SP 842025
0,25
RE 925345
cTC15

F2 (37,78 %)

L S.sinense

-(,25

CTC? I”
0,5 \sp 801842 T IV /
-0,75 AN T /
\ 5. spontaneam

1 Minarum

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
F1(62,22%)

Figura 7 Andlise de coordenadas principais (ACadda s 20 individuos de
cana-de-acUcar S@ccharum spp.) analisados de acordo com o
contetdo de DNA (pg) e o tamanho gendmico (Mpb)LAJA.avras,
MG, 2013
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Todos as cultivares analisadas estdo bem reprdsentzéeste plano
(Figura 7), pois se encontram proximo da circumfeigé unitaria. As variaveis
gue se encontram no mesmo quadrante séo fortecmmnédacionadas, o0 mesmo
ndo ocorrendo com aquelas que estdo em quadrgmniets. Pelo método de
ACoP, foi possivel verificar aglomeracdo naturat @gnétipos em razdo da
similaridade do contelido de DNA, demonstrando @égfcia da citometria de
fluxo. O emprego de mais de um método de agrupampetmite que a
classificacdo deles se complemente em funcéo digsias que cada técnica
utiliza e impede que inferéncias errbneas sejartadde na alocacdo de material
dentro de determinado subgrupo de cultivares (ARRIEal., 2006; SILVA et
al., 2012).

As cultivares agrupadas no quadrante | tém comacipais
caracteristicas em comum a rusticidade, o altodedibra e maior ocorréncia
de acamamento. J4 as presentes no segundo quafartensideradas tardias.
Aquelas localizadas no quadrante Il tém produtidiel elevada. Por fim, as
localizadas no quarto e (ltimo quadrante sdo pescac mais tolerantes a
estresses (Figura 7) (CENTRO DE TECNOLOGIA CANAWA, 2013;
HOFFMANN et al., 2008; MARIN, 2013).



89

4 CONCLUSAO

E possivel estabelecer uma analise confiavel denetria de fluxo em
cana-de-acUcar utilizando o tampado de extracdoeMan minimo 15 pL de
iodeto de propideo e ndo se deve realizar a leitasaamostras imediatamente
apoés a adicao deste.

A citometria de fluxo classifica, segundo o codteide DNA e o

tamanho gendmico, as cultivares e as espéciesanat em quatro grupos.
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