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INTRODUGAO:

O uso de combustiveis fésseis é atualmente um dos principais catalisadores das mudancas
climaticas. A emissdo de gases de efeito estufa resultante da queima desses combustiveis contribui
diretamente para o fendmeno do aquecimento global (Rocha et al., 2013). Nesse contexto, a utilizagado
de biocombustiveis, como o bioetanol, o biodiesel e o biogas, para geracdo de energia, emerge como
uma alternativa aos combustiveis foésseis, auxiliando na atenuacao dos efeitos negativos associados a
eles (Bizerra, Queiroz e Coutinho, 2018).

Os biocombustiveis apresentam vantagens em relagdo aos combustiveis fésseis por serem
provenientes de fontes de energia renovaveis e menos poluentes. Além disso, considera-se que a
emissdo de carbono decorrente da combustdo de biocombustiveis é neutra, uma vez que derivam de
plantas, responsaveis pela absor¢cdo do carbono presente na atmosfera (Srivastava et al., 2021).
Assim, a crescente importancia dos biocombustiveis na matriz energética os encaminha para um
status mais sustentavel, limpo e racional, resultando em um menor impacto ambiental.

Estudos tém apontado aspectos desfavoraveis no cultivo de certas culturas como a
cana-de-agucar, devido o uso de areas previamente dedicadas a produgao de alimentos, reduzindo
assim a disponibilidade de terras para culturas destinadas a alimentagdo humana, ou até mesmo
invadindo areas de preservagao de mata nativa (Moreira e Pessanha, 2009; Zajonz et al., 2019).
Nesse contexto, uma solugdo promissora é a produgdo de biocombustiveis a partir do Agave, uma
planta originaria do México, ja conhecida por seu potencial fermentativo na produgdo de alcool, a
tequila (Regeneration International, 2019), pois ao contrario da cana-de-agucar, o Agave é uma planta
perene xerofita, adaptada a regibes aridas e semiaridas, o que poderia torna-la uma opgao viavel para

ocupar o sertdo nordestino no Brasil, uma regido pouco explorada e ndo comumente utilizada para o
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cultivo de alimentos, devido a caracteristicas edafoclimaticas pontuais, como elevadas temperaturas e
pouca precipitacao.

Atualmente, na regido semi-arida nordestina € cultivada a espécie Agave sisalana, que é
utilizada em larga escala para producéo de fibras de sisal, indicando que o desenvolvimento destas
plantas plantas nestas regides é difundido. Embora Agave sisalana tenha caracteristicas de produgao
de fibras, seu potencial fermentativo existe e é pouco explorado. Além disso, indica a possibilidade de
utilizacdo de outras espécies do género Agave para ampliacédo da producédo de biocombustiveis de
forma sustentavel e explorando as caracteristicas das plantas deste género (Silva, 2022).

Diante do potencial de cultivo do Agave em regides semi-aridas, € importante explorar a
obtencdo de variedades de Agave resistentes ou tolerantes a entraves de cultivo, como
matocompeticdo, pragas, doengas, resisténcia a seca, aumento de teores de acgucar, entre outros.
Uma alternativa neste sentido, € a producado de plantas transgénicas, que apresentam a insergcéo de
transgenes que conferem caracteristicas de interesse agronémico, gerando plantas com maior
adaptabilidade. Entretanto, o género Agave apresenta caracteristica gendtipo-dependente
(Rodriguez-Sahagun et al., 2011, Gao et al., 2014) o que dificulta a obtencdo de plantas transgénicas,
uma vez que sao necessarios estudos especificos de regeneracdo de plantas in vitro para cada
espécie do género.

O Agave é um grupo de mais de 200 espécies, originado no México e amplamente disseminado
no pais e em regides aridas e semiaridas da América Latina. A domesticacdo do Agave pelo ser
humano remonta a épocas tdo antigas quanto a do milho, e até os dias de hoje a planta mantém
significativa relevancia econémica (Davis, Dohleman e Long, 2011).

No México, Agave tequilana é empregado na produgao de tequila e outras bebidas como
pulque e mezcal, todas derivadas dos agucares presentes na planta. No Brasil, Agave sisalana ¢é
cultivado para a producéo de sisal, uma fibra resistente, obtida das folhas da planta (Davis, Dohleman
e Long, 2011). O Brasil € o maior produtor e exportador de sisal do mundo, com a Bahia contribuindo
com 95% da produgéo (Sousa, 2015). O cultivo do Agave no sertdo nordestino é fundamental para a
economia local e para a fixagdo da populagéo na regiao.

Apesar de o sertdo nordestino apresentar condi¢cdes desfavoraveis para o cultivo da maioria
das plantas de interesse econdmico, devido a fatores como solo pobre em nutrientes, altas
temperaturas e baixa pluviosidade, o Agave prospera nessas condigdes. A eficiéncia da fisiologia do
Agave em conservar agua permite que suas plantagdes sejam mantidas sem necessidade de irrigacao
(Davis, Dohleman e Long, 2011). Além disso, o Agave também consegue se desenvolver normalmente
em ambientes de alta pluviosidade.

Diversos fatores contribuem para a resisténcia do Agave a seca, uma caracteristica dos
ambientes aridos. O metabolismo CAM, por exemplo, possibilita que a planta realize a assimilagao de
carbono durante a noite, otimizando o uso da agua de maneira mais eficiente do que em plantas com
metabolismo C3 e C4 (como a cana-de-agucar) (Duarte et al., 2018). Adaptagdes como epiderme com

cera, criptas estomaticas, reservatérios de agua no mesofilo e raizes retrateis sdo outras
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caracteristicas do Agave que evitam a sua desidratacao (Davis, Dohleman e Long, 2011). Além disso,
ao contrario da maioria das plantas, cujo polissacarideo de reserva € o amido, 0 agave armazena
preferencialmente acucares na forma de frutanos, chamados inulina e agavina. O acumulo de frutanos
no hidrénquima da planta também se mostra como uma adaptacao a vida em climas aridos, associada
a formacado de grandes conchas de solvatagdo e até mesmo a propriedades de protecao bioldgica
(Peréz-Lopez e Simpson, 2020).

Diante disso, € evidente que o Agave se apresenta como uma matéria-prima promissora para a
geragao de energia, pois além de ser rico em carboidratos, também esta altamente adaptado a climas
aridos e semiaridos. Isso oferece vantagens como possibilidade de cultivar uma planta destinada a
producédo de energia sem competir com a producdo de alimentos e a garantia de sua produtividade
mesmo em um contexto de aquecimento global.

Em suma, dependendo do uso pretendido, o desenvolvimento de protocolos de regeneragéo
para espécies de Agave esta focado em vias regenerativas especificas (organogénese direta ou
indireta) e o uso de reguladores de crescimento especificos também corresponde a resposta esperada.
Além disso, é importante considerar que os resultados podem variar dentro do mesmo género sob
condicbes de cultivo semelhantes (Ramirez-Malagén et al., 2008; Rodriguez-Sahagun et al., 2011, Gao
et al., 2014) e até mesmo gendtipos diferentes da mesma espécie podem influenciar as respostas
obtidas. Portanto, é fundamental estabelecer protocolos especificos para cada espécie de interesse

comercial de Agave.

METODOLOGIA:

A partir da coleta de bulbilhos, estruturas oriundas da inflorescéncia de Agave, originados da
propagacao vegetativa de plantas (Gondim e Souza, 2009), obteve-se as amostras que passaram por
limpeza: corte da raiz, corte da parte aérea e retirada das primeiras folhas a fim de diminuir partes
contaminadas do material. Assim, esse material de aproximadamente 5 cm de altura, foi desinfectado
em fluxo laminar pela seguinte ordem de lavagem: 1 minuto em alcool 70%, 1 lavagem com agua
destilada e esterilizada, 12 minutos em solugéo 1:1 cloro e 4gua destilada e esterilizada, com uma gota
de detergente e por ultimo 3 lavagens com agua destilada e esterilizada.

Os bulbilhos limpos foram cortados em rodelas horizontalmente em tamanhos de 0,5 a 1
centimetro em meio MS (Murashigue & Skoog, 1962) liquido e colocados em placas de petri em meio
de cultura a base de Maltose. Foram utilizados 30 bulbilhos por experimento de calogénese e cada
bulbilho foi inoculado em uma placa, resultando assim em 30 placas por experimento. Os subcultivos

dos explantes ocorreram a cada 2 semanas, sem alterar o tipo de meio de cultura.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A primeira calogénese realizada foi utilizado trés bulbilhos de IAC2 originados de tecido de
cultura, ou seja, totalmente estéreis e em ambiente controlado desde sua origem. No qual gerou

explantes tanto da regido meristematica quanto de folhas de bulbilhos. Ja nos testes seguintes de
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calogénese, do segundo ao nono, as espécies de Agave variaram entre IAC4, A. wercley e A. wercley
var gigante azul conforme a disponibilidade de espécies coletadas.

Ao longo dos experimentos foram encontrados alguns entraves para o desenvolvimento de
calos de Agave. O primeiro foi a contaminagédo por endobacteria da prépria Agave, o que levou ao
acréscimo de antibiético Timentin no meio de cultura a partir da calogénese n°6. Assim como a falta de
calos que levou a consulta de outras bibliografias sobre o Agave, no qual Leucona-Guzman et al.
(2017) constou que o subcultivo foi realizado a cada 2 meses para a geragao de calos em A.
angustifolia, e assim foi modificado o tempo de trocas do meio de cultura. As calogéneses 7 € 8 ainda
tiveram um repique enquanto a calogénese 9 nao foi trocada nenhuma vez apds sua inoculacdo. Ainda
assim, por ma aparéncia dos explantes foi trocado o modo de assepsia na calogénese 9, realizando
mais branda.

Apds 5 meses de experimentos, poucos testes obtiveram resultados positivos para o que foi
considerado possiveis calos de Agave. Desse modo foi levantado algumas modificagdes feitas em
cada teste que obteve resultados positivos a fim de chegar no protocolo que gerou os tais calos
obtidos. A calogénese 1 obteve alguns calos apds 3 meses de teste, seu diferencial foi a falta de
subcultivo, mantendo os explantes ho mesmo meio até gerar calos e a Unica que utilizou cortes de
folhas inteiras, desde sua base até seu apice, e foram nestes explantes que foi originado os calos.

A calogénese 7 resultou em poucos calos apds 2 meses e meio, seu diferencial na metodologia
foi a pausa na troca de meio de cultura a cada 2 semanas. O teste 7 passou pela primeira troca aos
22° dia, depois ficou 55 dias corridos sem subcultivo. Entretanto, a calogénese 8 que passou pela
mesma pausa de subcultivos apds a primeira troca, ndo gerou calos, deixando em questdo se
realmente foi a pausa dos repiques que possibilitou a formagao de calos.

E o ultimo resultado obtido foi a calogénese 9, que resultou em calos no menor espago de
tempo até entdo, com 6 semanas de experimento. Suas modificagdes ocorreram no modo de assepsia
e também na falta de subcultivo, ndo realizando se quer a primeira troca de meio de cultura. Segundo
Gao et al. (2014) e Leucona-Guzman et al. (2017), a producéo de calogénese em Agave hibrido No.
11648 e A. angustifolia, respectivamente, demoram em torno de 2 meses. Porém, pela planta do Agave
ser gendtipo dependente, ndo € possivel levar esse tempo como regra para a produgao de calos nas
espécies trabalhadas nesta pesquisa. De qualquer forma, desde o primeiro teste até o ultimo, o tempo

de formacgao de calos diminuiu consideravelmente.

CONCLUSOES:

Conclui-se assim, que os testes de calogénese estao gerando resultados ao longo do tempo,
tendo em vista que outras bibliografias ja relataram a demora deste processo. Mesmo assim, conforme
as dificuldades foram observadas, analisadas e modificacbes foram feitas, os resultados obtidos foram
cada vez melhores. E é esperado, que até o fim do projeto, um protocolo de organogénese indireta
para as espécies de Agave utilizadas seja comprovado e aplicado em outros projetos. Facilitando

assim a transformacgao génica de Agave.
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