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RESUMO

Devido a sua posicdo de destaque na economia global, a cultura da cana-de-agucar é
constantemente estudada em programas de melhoramento, acreditamos que as espécies
nativas de Saccharum podem servir como diversidade de germoplasma, uma vez que
em varias outras culturas € comum a utilizacdo de espécies nativas ndo cultivadas. No
Brasil ocorrem trés espécies nativas de Saccharum (S. angustifolium, S. asperum e S.
villosum), mas as informacdes sobre elas sdo escassas e a identificagdo é baseada nas
inflorescéncias e laminas foliares, estruturas que nem sempre estdo presentes ou
portando as caracteristicas diagnosticas. A anatomia pode ser uma ferramenta para
subsidiar a taxonomia das gramineas, para as espécies supracitadas ha poucos estudos
anatomicos, e estes ndo apresentam fins taxondmicos. Este trabalho teve como objetivo
descrever a estrutura do colmo, quantificar agucares soltveis, amido, lignina e silicio e
analisar a organizacdo das paredes celulares dessas espécies nativas, tendo como
parametro duas cultivares de cana-de-agucar (RB 86-7515 e SP 79-1011) para auxiliar a
implementacdo de novas estratégias de melhoramento da cultura da cana-de-agucar.
Dentre as espécies, S. villosum é a que apresenta maior distribuicdo geografica, sendo
que diferentes populacfes desta espécie podem apresentar alta variabilidade em suas
caracteristicas anatdbmicas e morfoldgicas, o que pode dificultar sua identificacdo. A
epiderme foi o tecido que mostrou maior diversidade, populacdes de S. villosum de uma
mesma regido podem possuir diferentes tipos de tricomas e proporc¢des distintas de
esclerénquima, enquanto populacbes de regides distantes podem ser bastante
semelhantes. Saccharum asperum possui células comuns longas maiores, enquanto as
células silicificadas, espinhos, microtricomas e macrotricomas sdo menores e
significativamente diferentes das demais espécies. Os maiores microtricomas estdo
presentes em S. angustifolium. E proposta uma nova espécie para o género, suas
principais diferencas em relacdo as demais ja descritas estdo relacionadas a maiores
complexos estomaticos, comprimento total e espessura da parede do colmo e
comprimento dos 2° e 3° entrends. Saccharum villosum apresenta a maior quantidade de
caracteristicas desejaveis para melhoria da cultura da cana-de-aglcar, como espessura

das paredes secundarias das fibras, baixos teores de amido e lignina insoltvel.

Palavras-chave: anatomia, cana-de-acucar, carboidratos, caule, parede celular.



ABSTRACT

Due to its prominent position in the global economy, sugarcane culture is constantly
studied in breeding programs, we believe that Saccharum native species can be used as
germplasm diversity, as in many others cultures it is common the use of uncultivated
natives. In Brazil there are three native species of Saccharum (S. angustifolium, S.
asperum and S. villosum), but information about them is scarce and identification is
based on inflorescence and leaf blades, structures that are not always present or carrying
the diagnostic features. The anatomy can be a tool to support the taxonomy of grasses,
for the above species there are few anatomical studies, and they didn't have taxonomic
purposes. This study aimed to describe the structure of the stem, quantify soluble
sugars, starch, lignin and silicon and analyze the organization of the cell walls of these
native species, having as parameter two cultivars of sugarcane (RB 86-7515 and SP 79 -
1011) to help to implement new strategies to improve the culture of sugarcane. Among
the species, S. villosum is the one with the greatest geographic distribution, and different
populations of this species may exhibit high variability in their anatomical and
morphological characteristics, which can hinder identification. Epidermis is the tissue
that showed greater diversity, populations of S. villosum from the same region may have
different types of trichomes and different proportions of sclerenchyma, while
populations in distant areas may be quite similar. Saccharum asperum has the largest
epidermal long cells while silica cells, prickles, micro and macro-hairs are smaller and
significantly different from the other species. The largest micro-hairs are present in S.
angustifolium. It is proposed a new species for the genus, its main differences from the
others already described are related to higher stomatal complexes, total length, culm
wall thickness and length of the 2" and 3" internodes. Saccharum villosum has the
highest number of desirable features to improve sugarcane culture such as thickness of

the secondary wall of the fiber, little starch and insoluble lignin.

Keywords: anatomy, sugarcane, carbohydrates, stem, cell wall.
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1. INTRODUCAO

As primeiras plantas a serem cultivadas datam de cerca de 10.000 anos (Doggett,
1970). Desde entdo, inumeras cultivares de plantas domesticadas foram desenvolvidas
para prover a demanda de alimento para homens e outros animais, fibras e matérias-
primas (Dillon et al., 2007). Dentre as cultivares desenvolvidas, destaca-se o cultivo de
grdos, pertencentes as Poaceae (Gramineae).

O significado econémico das Poaceae € bastante expressivo, cerca de 50 géneros
sdo normalmente mencionados como fonte de alimentacdo, em torno de 20 s&o
relacionados como pastagens e, 17 sdo listados como cereais (Watson & Dallwitz,
1992). Em termos de producdo mundial, as quatro maiores culturas sdo gramineas —
cana-de-acucar, trigo, arroz e milho (Judd et al., 1999).

A cana-de-aguicar (Saccharum spp.) é originaria do sudeste da Asia e Nova
Guiné (Lebot, 1999). Desde o ciclo do agucar no Brasil Col6nia trata-se de uma cultura
economicamente importante, pelos seus colmos que acumulam sacarose (Grivet &
Arruda, 2001; Orellana & Bonalume-Neto, 2006), sendo a cultura lider para producéo
do acucar, crescendo em areas tropicais e subtropicais de todo o mundo (Dillon et al.,
2007) e tendo o Brasil como o seu maior produtor (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011).

A importéncia da cana-de-acUcar pode ser atribuida a sua multipla utilizacéo,
podendo ser empregada in natura, sob a forma de forragem, para a alimentacéo animal,
ou como matéria-prima para a fabricacdo de rapadura, melado, aguardente, aclcar e
alcool. O consumo mundial de agucar e etanol, somado a demanda social pela
preservacdo ambiental, faz da cana-de-agUcar uma cultura em expansdo. Para aumentar
a producdo sem ampliar a area de cultivo é preciso um maior conhecimento das espécies
e variedades dessa cultura.

Um aspecto que atualmente favorece o crescimento e desenvolvimento da
cultura da cana-de-aclcar é o fato de seus produtos, principalmente o etanol,
representarem exemplos de recursos energéeticos renovaveis. De acordo com
Goldemberg (2007), o aumento do uso de fontes de energia renovaveis, principalmente
nos paises em desenvolvimento, terd& como consequéncia a geragdo de energia
compativel com o desenvolvimento sustentavel, definido pela Comissdo Mundial sobre

Meio Ambiente e Desenvolvimento (WCED, 1987) como aquele capaz de suprir as

Silvia Dias da Costa Fernandes
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necessidades da geragdo atual, sem comprometer a capacidade de atender as
necessidades das futuras geracoes.

A substituicdo do uso dos recursos energéticos ndo renovaveis pelos renovaveis
poderia ser alcancada através da replicacdo do programa de etanol a partir da cana-de-
acucar, comecado no Brasil nos anos 1970. Esta substituicdo torna-se necessaria uma
vez que mais de 80% do suprimento energético mundial deriva de combustiveis fosseis,
que ndo sdo renovaveis e ocasionam sérios problemas ambientais. Ja 0s recursos
renovaveis sao menos poluentes e, normalmente requerem maior quantidade de méo-de-
obra, promovendo, assim, maior oferta de empregos (Goldemberg, 2007).

Martins & Castro (1999) afirmam que, historicamente, as pesquisas agricolas
tém sido voltadas principalmente para a obtencdo de maiores incrementos na producao
total desta cultura e extracdo de seus subprodutos a partir do colmo (agucar, alcool,
celulose e biogas), mediante o aprimoramento das técnicas agronémicas convencionais
para otimizar as produgdes.

A procura de variedades resistentes e mais produtivas de cana-de-acucar levou
ao aparecimento de centenas de novas cultivares (De Almeida & Crécomo, 1994).
Todas as cultivares sdo hibridos de Saccharum, principalmente do cruzamento entre S.
officinarum L. e S. spontaneum L. (D’Hont et al., 1996), nos quais procura-se obter,
além das caracteristicas agrondmicas de produtividade, rusticidade, resisténcia a pragas
e a doencas, algumas caracteristicas industriais como alto teor de sacarose e teor médio
de fibra, condigdes essenciais para uma boa exploracao (Stupiello, 1987).

Uma das maneiras de alcancar o progresso do setor agropecuario é a utilizacdo
de hibridos entre as cultivares e espécies nativas ndo cultivadas relacionadas, as quais
sdo fontes de diversidade de germoplasma (Nassar et al., 2008). A introducdo de novos
germoplasmas pode promover desenvolvimento e melhoria nos cultivares de cana-de-
acucar (Tai & Miller, 2002). Além das duas espécies supracitadas, hd outras espécies
ainda ndo exploradas, que podem representar diversidade de germoplasma e melhorias
para a cultura de cana-de-agucar. Para tanto, é necessario conhecer as caracteristicas
morfoldgicas, anatbmicas e bioquimicas das espécies nativas ndo cultivadas.

No Brasil ocorrem 3 espécies de Saccharum L. — S. angustifolium (Nees) Trin.,
S. asperum (Nees) Steud. e S. villosum Steud. (Filgueiras, 2003; Filgueiras et al., 2010).
Porém, as informagdes sobre essas espécies sdo escassas ou até mesmo ausentes, 0 que
dificulta a distincdo entre elas, ou entdo uma possivel utilizacdo das mesmas, visando

Silvia Dias da Costa Fernandes
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obtengéo de resultados em programas de melhoramento para a cultura. Estes aspectos
justificam o estudo mais detalhado e comparativo da morfologia, anatomia e bioquimica

do colmo das espécies brasileiras do género.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Poaceae é uma das maiores familias entre as angiospermas, possui cerca de 700
géneros e 10.000 espécies (Souza & Lorenzi, 2008), para o Brasil sdo citados 204
géneros e 1.401 espécies (Filgueiras et al., 2010). O conhecimento das Poaceae é, sem
duvida, um dos fatores essenciais para o progresso do setor agropecudrio, levando ao
uso mais conveniente e melhoramento das forragens e pastagens (Rizzini, 1975).

Devido ao elevado namero de espécies e diversidade adaptativa da familia, a sua
distribuicdo geografica € cosmopolita, € a principal componente das formacdes
campestres em todo o mundo, chega a 24% da vegetacdo da Terra, podendo ser
encontrada em todos os tipos de habitat e com todos os tipos de habito, sendo,
entretanto, pouco frequentes como epifitas (Judd et al., 2007). Mas, elas sdo
especialmente abundantes nos ambientes abertos, como as savanas, dentre as quais
destaca-se o Cerrado (Netto et al., 2006).

Saccharum L. (Poaceae) pertence a subfamilia Panicoideae, tribo Sacchareae e
subtribo Saccharinae (Soreng et al., 2013). Em seu sentido amplo, Saccharum abrange
cerca de 40 espécies distribuidas em regiBes tropicais e subtropicais do mundo (Clayton
& Renvoize, 1986; Webster & Shaw, 1995), incluindo, portanto, as espécies de
Erianthus Michx (Filgueiras, 2003; Filgueiras et al., 2010). Outros autores consideram
Erianthus separado de Saccharum, com aproximadamente 28 espécies ocorrentes nas
Américas, Africa, Europa e Asia (Mukherjee, 1958; Molina, 1981; Nicora & Rugolo de
Agrasar, 1987; Watson & Dallwitz, 1992). Percebe-se que a circunscricdo de
Saccharum e Erianthus € controversa, e como ainda ndao ha um estudo filogenético
conclusivo, Saccharum seré considerado em seu sentido amplo.

Em taxonomia os caracteres morfoldgicos sdo utilizados para identificacdo e
definicdo de possiveis inter-relagdes entre grupos. Nas andlises anatdbmicas, algumas
estruturas sdo usualmente constantes em diferentes partes da planta, e sdo mais
confiaveis do que os caracteres exomorfoldgicos empregados na taxonomia (Van
Cotthem, 1970).

Silvia Dias da Costa Fernandes
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O valor dos caracteres anatdmicos na sistematica das Poaceae tem sido
destacado por diversos autores (Brown, 1958; Tateoka, 1958; Tateoka et al., 1959;
Metcalfe, 1960; Cutler, 1972; Ellis, 1976 e 1979; Renvoize, 1982 e 1987; Zuloaga et al.,
1998; Oliveira et al., 2008). Desde que Avdulov (1931) revelou a importancia dos
mesmos, frente aqueles relativos & flor e inflorescéncia tradicionalmente utilizados,
varias caracteristicas foram introduzidas como a estrutura do caule e variacdes
estruturais do mesofilo e da epiderme foliar (Milby, 1971; Cutler, 1972; Palmer &
Tucker, 1983; Guma et al., 1995; Mensah & Gill, 1997; Rdgolo de Agrasar &
Rodriguez, 2003; Namaganda et al., 2009).

A anatomia dos Orgdos vegetativos da cana-de-agUcar foi apresentada por
Artschwager (1925), mas ndo houve aplicacdo taxonémica neste estudo. Diversos
trabalhos abordam o melhoramento das cultivares por meio de aplicacdo de horménios e
outros compostos (Millhollon & Koike, 1985; Richard, 1991). Martins & Castro (1999)
analisaram as diferencas anatdbmicas da Iamina foliar, n6 e entrend de um cultivar da
cana-de-aclcar mediante aplicacdes de diferentes concentracdes de giberelina e
ethephon. Bull et al. (1972) verificaram o movimento lateral de 4gua e agUcares através
do xilema. Oworu et al. (1977a,b) apresentaram diferencas nas taxas de sacarose de
clones de cana-de-agUcar in vitro, e a suas relacbes com a anatomia dos tecidos de
reserva. Moore & Cosgrove (1991) analisaram as mudancas nas células do parénquima
de reserva de caules em diferentes estagios de desenvolvimento; Jacobsen et al. (1992)
encontraram mudancas anatdmicas ao longo do desenvolvimento do caule em relagéo
ao floema e parénquima de reserva.

As propriedades dos colmos podem ser determinadas pelas suas estruturas
anatdmicas, as quais geralmente refletem a aplicabilidade tecnoldgica desses 6rgaos
(Liese & Grosser, 2000), como por exemplo, o contetdo e diametro das fibras podem
determinar uma maior resisténcia mecanica (Liese, 1998). Uma importante estrutura é a
parede celular de fibras e células parenquimaticas, que é caracterizada pela alternancia
na orientacdo de microfibrilas de celulose, resultando em uma estrutura resistente a alta
tenséo (Gritsch & Murphy, 2005).

3. OBJETIVO GERAL
Realizar o estudo morfolégico, anatbmico e bioquimico do colmo das espécies S.

angustifolium, S. asperum, S. villosum (Fig. 1) e de duas cultivares de cana-de-acglcar

Silvia Dias da Costa Fernandes
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(SP 79-1011 e RB 86-7515), efetuar analise comparativa entre essas amostras, com 0
intuito de fornecer meios para a identificacdo desses tédxons, como subsidios para
estudos ecologicos e filogenéticos, além de, em trabalhos futuros, verificar quais
cruzamentos interespecificos podem ser viabilizados para melhorar a cultura da cana-

de-agUcar.
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Fig. 1 Aspectos morfoldgicos das espécies brasileiras de Saccharum. a ambiente natural de S. villosum. b
ambiente natural de S. angustifolium. c¢ inflorescéncia de S. villosum. d inflorescéncia de S. asperum. e
inflorescéncia de S. angustifolium.
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5. CAPITULO 1*

“Para este capitulo seguiram-se as normas do periodico Australian Journal of Botany.
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Diversidade Morfoldgica e Anatémica do Colmo de Saccharum villosum Steud.

(Poaceae)

Resumo No Brasil ocorrem trés espécies nativas de Saccharum (Poaceae), dentre elas,
S. villosum é a que apresenta maior distribuicdo geografica, sendo encontrada da regido
sul a nordeste, principalmente no Cerrado e Mata Atlantica. Diferentes populagdes desta
espécie podem apresentar alta variabilidade em suas caracteristicas morfologicas, seja
por tamanho ou caracteres distintos, o que dificulta sua identificacdo. A anatomia pode
ser uma ferramenta para subsidiar a taxonomia das gramineas, para as espécies nativas
de Saccharum ha poucos estudos anatdmicos, e estes ndo apresentam fins taxondémicos.
Este trabalho tem como objetivo descrever a estrutura do colmo de 22 populacdes de S.
villosum para verificar possiveis variacdes intraespecificas e proporcionar um melhor
conhecimento acerca do género. Foram analisados fragmentos da epiderme em
microscopia oOptica e eletronica de varredura, além de sec¢des transversais do colmo. A
epiderme foi o tecido que mostrou maior diversidade entre as populacdes analisadas.
PopulacBes de uma mesma regido podem possuir diferentes tipos de tricomas e
propor¢oes distintas de escleréngquima, enquanto populagdes de regides distantes podem
ser bastante semelhantes. Pode-se afirmar que a espécie apresenta alta diversidade
micromorfolégica na epiderme do colmo, e que as diferencas observadas ndo estdo
relacionadas apenas com a localizacdo geografica da populacdo. Desta forma novos
trabalhos taxonomicos moleculares devem ser feitos no “complexo Saccharum
villosum” para melhor delimitar a circunscri¢do da espécie.

Palavras-chave Colmo - Gramineae - Micromorfologia - Variacdo intraespecifica

Introducao

Poaceae é uma das maiores familias de angiospermas, para o Brasil séo listados
204 géneros e 1.401 especies (Filgueiras et al. 2010). Dentre as Poaceae, Saccharum L.
é um género de grande importancia econdmica, mas do ponto de vista taxondmico ainda
h& controvérsias sobre sua circunscrigdo, uma vez que espécies que pertenciam a outros
géneros foram transferidas para Saccharum (Cheavegatti-Gianotto et al. 2011).

A maioria das cultivares de cana-de-aclcar é derivada do cruzamento
interespecifico entre S. officinarum L. e S. spontaneum L. (D’Hont et al. 1996). No
entanto, ha outras espécies ainda ndo exploradas, que podem representar diversidade de
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germoplasma e melhorias para a cultura. Para tanto, é necessario conhecer, entre outras
caracteristicas, 0s aspectos anatdbmicos das espécies nativas ndo cultivadas.

No Brasil ocorrem 3 espécies nativas de Saccharum — S. angustifolium (Nees)
Trin., S. asperum (Nees) Steud. e S. villosum Steud. (Filgueiras e Welker 2012), esta
ultima é a mais abundante, sendo encontrada da regido sul a nordeste, principalmente no
Cerrado e Mata Atlantica. Porém, as informacdes sobre esta espécie sdo escassas,
estando presente apenas em levantamentos floristicos, o que dificulta sua identificacéo e
até sua possivel utilizacdo em programas de melhoramento da cultura (Cheavegatti-
Gianotto et al. 2011).

Diversas espécies tém sido consideradas sindénimos de S. villosum, como por
exemplo, Erianthus balansae Hack., E. clandestinus Swallen, E. glabrinodes (Hack.)
Swallen, E. purpureus Swallen, algumas subvariedades de E. saccharoides Michx. e de
E. trinii, Saccharum balansae (Hack.) Roberty, S. giganteum Trin. Ex Hack. e S. trinii
(Hack.) Renvoize (Filgueiras, 2003), o que promove alta variabilidade nas
caracteristicas morfolégicas e, consequentemente, possiveis dificuldades na
identificacéo.

As gramineas sdo comumente identificadas com base em seus caracteres florais,
0 que pode constituir um problema, ja que a inflorescéncia ndo persiste por um grande
periodo do ciclo de vida dos individuos dessa familia. Portanto, a utilizacdo da anatomia
como subsidio para a taxonomia pode ser efetiva, pois permite o reconhecimento do
taxon quando as estruturas reprodutivas ndo estdo disponiveis (Metcalfe 1960), além de
que nas analises anatbmicas, algumas estruturas sdo usualmente constantes em
diferentes partes da planta, podendo ser mais confidveis do que os caracteres da
morfologia externa (Watson et al. 1985).

Os estudos anatbmicos dos 6rgdos vegetativos de Saccharum sao relativamente
escassos, 0s mais frequentes abordam a Iamina foliar de cultivares de cana-de-aglcar e
ndo apresentam fins taxonémicos (Artschwager 1925; Metcalfe 1960; Merida 1970;
Ferreira et al. 2005; 2007; Garcia e Jauregui 2008). Desta forma, este trabalho tem
como objetivo descrever a estrutura do colmo de 22 populagdes de S. villosum, verificar
possiveis variagdes intraespecificas, relacionar as estruturas anatdbmicas com 0s

respectivos ambientes e proporcionar um melhor conhecimento acerca do género.
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Material e métodos

Foram coletados 3 colmos de cada uma das 22 populaces de S. villosum
encontradas em diferentes localidades brasileiras, identificadas pelos respectivos
numeros de coleta e depositadas no herbario da Universidade de Brasilia — UB (Tabela
1). No campo, foram medidos o comprimento total do colmo e diametro, espessura da
parede e comprimento dos 2° e 3° entrends (contados a partir da inflorescéncia), sendo
que amostras das regides medianas desses entrends foram preservadas em alcool etilico
70% para andlise anatdmica. Os fragmentos da epiderme foram obtidos com solucéo de
Franklin (Kraus e Arduin 1997) a 60°C e corados com azul de metileno e bérax (1%
aquoso, Langeron 1949). As sec¢Oes transversais foram realizadas a méo livre em
micrétomo de mesa, clarificadas com solucdo de hipoclorito de soédio (50% aquosa,
Kraus e Arduin 1997) e coradas com safranina e azul de alcido (1% aquosos, Luque et
al. 1996). Ambas as seccdes foram desidratadas em serie etilica, diafanizadas em
acetato de butila e montadas entre 1d&mina e laminula em resina sintética (Paiva et al.
2006).

Para complementar a analise anatdbmica foram observados caracteres
micromorfolégicos. As amostras foram desidratadas em série acetdnica crescente até a
saturacdo, secas ao ponto critico, montadas em porta espécimen, cobertas com ouro ou
grafite, e examinadas em microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-7001F.

Os caracteres analisados foram os indicados no roteiro desenvolvido por
Graciano-Ribeiro et al. (2006) e a terminologia utilizada seguiu Ellis (1976; 1979). As
fotomicrografias foram obtidas com auxilio do microscopio Olympus CX 31 acoplado a
maquina digital. Para cada populacdo, em vista frontal da epiderme, foram tomadas 25
medidas dos comprimentos das células longas, silicificadas, tricomas e complexos
estomaticos. Nas seccOes transversais foram quantificadas as proporcdes de tecidos
parenquimatico, esclerenquimatico e vascular de 3 campos distintos de cada uma das
regibes do sistema vascular: periférica, intermediaria e central. Todas essas medidas
foram tomadas com o auxilio do programa de andlise de imagens Image-Pro Plus 7.0
(Media Cybernetics 2009).

A determinacdo das diferencas das populacdes, para todas as variaveis
estudadas, foi realizada por analise de variancia (ANOVA) e comparacdo das médias
com poés-teste Tukey, assumindo probabilidade de erro de 5% (p < 0,05). A fim de
detectar o grau de similaridade entre as populacBes, foi realizada anélise de
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agrupamento com as médias padronizadas das variaveis, para as estruturas inexistentes
em algumas populacdes foi atribuido valor zero, foi utilizada a técnica de ligagdo de
média de grupos (UPGMA) e a medida de similaridade foi “linkage distance”,
transformada para porcentagem, o resultado desta analise foi apresentado na forma de
dendograma. Todas essas analises foram feitas com auxilio do programa Statistica 8.0
(Hill e Lewicki 2007).

Resultados

Devido a alta variabilidade nas caracteristicas morfologicas de S. villosum,
podem ocorrer dificuldades na identificacdo. Essas dificuldades foram encontradas pelas
autoras durante as coletas, uma vez que as populagdes apresentaram muita diversidade,
tanto em relacdo a tamanho quanto a caracteres morfoldgicos, o que levou a acreditar
que poderiam ser espécies distintas.

A epiderme caulinar € composta por células comuns longas, curtas dos tipos
silicificadas e suberosas, complexos estomaticos e tricomas, sendo possivel caracterizar
duas zonas distintas - costal e intercostal. Em ambas as zonas ocorrem células comuns
longas, curtas dos tipos silicificadas e suberosas. Complexos estomaticos e tricomas
estdo restritos a zona intercostal (Fig. 1). As células epidémicas costais apresentam
menor grau de sinuosidade das paredes quando comparadas as intercostais (Fig. 1c).

As células longas apresentam formatos homogéneos e tamanhos distintos, suas
paredes celulares ndo sdo espessadas e as sinuosidades das paredes sao irregulares
(Tabela 2; Fig. 1). As células curtas, complexos estomaticos e tricomas estdo presentes
entre as células longas de uma mesma fileira, de forma ndo padronizada (Fig. 1; 2). As
células curtas podem estar solitarias ou em conjunto de até 5 células, cada conjunto
comporta apenas células silicificadas ou intercala célula silicificada com suberosa e/ou
tricoma (Fig. 1le; 2c; d). As células silicificadas apresentam superficie crenada,
principalmente nas paredes anticlinais verticais, e os formatos variados: retangular
estreito a largo, cruciforme, e, menos frequente, halteriforme com superficie lisa (Fig.
1c; 2d; Tabela 3). As células suberosas sdo quadradas e podem estar isoladas entre duas
longas ou formar o par silico-suberoso (Fig. 1d).

Os complexos estomaticos apresentam a forma de cupula das células
subsidiarias como a mais comum, mas também podem apresentar paredes horizontais
retas ou forma irregular na mesma populacdo (Fig. 1c-d; Tabela 3). Independentemente
da populagédo, apresentam distribuicdo ndo padronizada ao longo de toda zona
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intercostal (Fig. 1; 2) e sdo caracterizados pela deposicdo de silica nas células-guarda e
subsidiarias (Fig. 1; c-d). As células interestomaticas sdo semelhantes as células longas
intercostais, mas apresentam as extremidades de suas paredes concavas, encaixando ao
redor do complexo estomatico (Fig. 1c-d).

Os tricomas séo de tamanhos variados, podem ser microtricomas, macrotricomas
ou do tipo espinho (Fig. 1-2). Os microtricomas sdo do tipo eupanicoide, apresentam
tamanhos variados (Tabela 2), mas as células basal e distal tém aproximadamente o
mesmo comprimento, ocorrem entre duas células longas ou entre célula longa e
interestomatica, a insercdo da célula basal é em forma de circulo (Fig. 1a; e; 2d; e), a
célula distal tem formato de bastdo e sua parede fina muitas vezes é perdida durante a
preparacdo histologica (Fig. 1e). Apenas a populacdo 214 carece deste tipo de tricoma
(Tabela 2; Fig. 1d).

Os macrotricomas apresentam tamanhos e densidades variados, podem
apresentar uma, duas ou varias células associadas a base, sendo que € possivel dois
macrotricomas terem a mesma base (Fig. 1b; f; Tabela 2; 3), estes tricomas estdo
ausentes nas populacbes 185, 214 e 254 (Fig. 1d; Tabela 2; 3). O Unico tipo de tricoma
presente em todas as populagdes analisadas sdo os espinhos, no sentido amplo do termo
sdo estruturas pontiagudas com base eliptica a arredondada, apresentam deposicdo de
silica no apice e diferentes tamanhos (Fig. 1a; c; e; 2; Tabela 2), quanto a forma podem
ser classificados em espinhos e ganchos, sendo que o0s ganchos apresentam apice curvo
e sdo geralmente menores que os espinhos, algumas populagdes apresentam espinhos
bastante longos (Fig. 1e; 2f; Tabela 3).

Os colmos sdo circulares, ocos na por¢do mediana do entrend e maci¢os nas
regides proximas aos nos, 0 comprimento total e 0 comprimento e a espessura da parede
dos entrenods variam entre as populac6es (Tabela 4). Em seccdo transversal observam-se
epiderme, cortex e sistema vascular (Fig. 3). A superficie pode ser lisa ou apresentar
saliéncias na zona costal e reentréncias na zona intercostal (Fig. 3a-d).

A epiderme € uniestratificada, recoberta por cuticula lisa e delgada, sendo
constituida pelos tipos celulares ja descritos na vista frontal. As células epidérmicas
comuns tém formato arredondado a quadrado, paredes espessadas e lignificadas, na
zona costal essas celulas apresentam menor volume, tanto que eventualmente néo é
possivel visualizar o lumen celular (Fig. 3d). As células silicificadas sao retangulares e
com volume similar as epidérmicas comuns. Os complexos estomaticos estdo nivelados
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em relacdo as demais células epidérmicas, podendo ocorrer pequena cavidade
subestomatica (Fig. 3c-d).

O cortex possui cerca de 3 camadas celulares, com diferentes proporcoes de
parénquima e esclerénquima (Fig. 3a-d). Nos espécimes que apresentam mais
esclerénquima, o parénquima estd organizado em pequenos grupos adjacentes a zona
intercostal (Fig. 3d). Nos espécimes com mais parénquima, ocorrem calotas de
esclerénquima nos tracos foliares e feixes vasculares periféricos (Fig. 3c).

O sistema vascular é do tipo atactostelo, formado por tragos foliares e feixes
vasculares colaterais imersos, aleatoriamente, em tecido parenquimético. Os tragos
foliares sdo circundados por esclerénquima, podendo haver conexdao com o
esclerénquima do feixe vascular adjacente, normalmente apresentam dois elementos de
vaso do metaxilema e carecem de lacuna do protoxilema, ou apenas tecido floematico
sendo constituidos por elementos de tubo crivado e células companheiras (Fig. 3b-c).

Da regido periférica em direcdo a central a densidade dos feixes vasculares e o
espessamento das paredes das células circundantes diminuem, enquanto o tamanho dos
feixes vasculares e 0 volume das células parenquimaticas onde estdo imersos aumentam.
Os feixes vasculares periféricos tém formato circular e os centrais sdo alongados (Fig.
3). A bainha dos feixes vasculares é formada por células esclerenquiméticas e
parenquimaticas, a proporcdo esclerénquima/parénquima € menor nos feixes centrais
(Fig. 3f). Em todo o sistema vascular, a maioria dos feixes vasculares evidencia
protoxilema com lacuna e 2 elementos de vaso do metaxilema, raramente ocorrem 3,
sendo 2 geminados. O floema primario geralmente esta voltado para a epiderme e ocupa
cerca da metade do volume do feixe vascular (Fig. 3c-f).

As medidas das estruturas epidérmicas das populacdes de S. villosum foram
distintas, algumas populacdes apresentaram diferencas significativas, quando
comparadas a todas as demais, em relacdo a determinadas variaveis (Tabela 2). As
proporcdes de tecidos nas regides periférica e intermediaria do sistema vascular foram
as varidveis responsaveis pela maior quantidade de populagdes com diferencas
significativas entre si (Tabela 4).

A andlise de agrupamento permitiu categorizar as populagdes baseado em suas
similaridades (Fig. 4). O ramo A é constituido apenas pela populagdo 214, uma vez que
é a Unica que carece de microtricomas, além de possuir as menores células silicificadas
e a menor propor¢do de esclerénquima na regido periférica do sistema vascular. O
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segundo ramo é composto por todas as outras populacdes, sendo dividido em 2 grupos,
B e C, cada um com subdivisdes ao nivel de 60% de similaridade.

O grupo B ¢é constituido pelas popula¢cdes com menores comprimento total e dos
entrends, associado a menores comprimentos ou auséncia dos macrotricomas. Este
grupo é dividido em B1 e By, principalmente pela variavel diametro, estando em B; as
popula¢Ges com menor didmetro e em B», as com maior didmetro dos entrenos.

O grupo C abrange as popula¢des com maiores comprimentos total, dos entrends
e dos macrotricomas. Este grupo € dividido em dois ramos, C; que comporta apenas a
populacdo 226 devido as maiores células longas, complexos estomaticos e
microtricomas, e 0 outro ramos subdividido em C, e Cz. C> comporta 0 maior nimero
de populacdes e é caracterizado pelos maiores comprimentos dos entrenos e espinhos e
menores didmetro e espessura da parede dos entrenos. Cz abrange as popula¢es com 0s
menores espinhos e maiores didmetros dos entrends.

Discusséo

Apesar da alta diversidade anatbmica nas populacdes de S. villosum, algumas
estruturas estdo sempre presentes nos colmos, como epiderme diferenciada em zonas
costal e intercostal, células silicificadas com superficie crenada e formatos cruciforme e
retangular, espinhos, complexos estomaticos nivelados em relacdo as demais células
epidérmicas e com células subsidiarias em cupula e planas, células suberosas quadradas,
cortex com parénquima e esclerénquima, e feixes vasculares revestidos por bainha
Unica. Diversidades anatdmicas dentro de populacdes de uma mesma espécie foram
relatadas por Fahn (1982) e, como observadas em S. villosum, podem ser de ordem
quantitativa ou qualitativa (Dickison 2000), dai a importancia de avaliar um grande
namero de espécimes oriundos de diferentes locais para conhecer essas diversidades e
determinar quais sdo os caracteres diagnosticos da espécie (Aradjo et al. 2010).

Nas populagdes de S. villosum foram encontradas diferengas marcantes no
comprimento das estruturas epidérmicas (Tabela 2), o que explica parte dos grupos
gerados no dendograma (Fig. 4). No entanto, caracteristicas da epiderme também
apresentam valor taxonémico para separar espécies de um mesmo género, Hefler e
Longhi-Wagner (2010) utilizaram a dimensdo das celulas epidérmicas para separar
especies de Cyperus L. subg. Cyperus. Apesar de os autores terem analisado a lamina

foliar, as células que apresentaram diferencas foram as mesmas do colmo de S. villosum.
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O formato das células epidérmicas longas é uniforme, o que esta de acordo com
Ellis (1979), que afirma que sdo as células curtas as que mais sofrem diferenciacdo e
podem apresentar distingdes nas comparagfes intra e interespecificas, além de ndo
apresentarem necessariamente mesmo formato e disposicdo nas zonas costal e
intercostal de um mesmo individuo. As células curtas costais de S. villosum tém menor
grau de sinuosidade das paredes que as intercostais, e podem estar tanto isoladas quanto
em pares, como os silico-suberosos, conforme descrito por Evert (2006) e Ullah et al.
(2011).

As células silicificadas podem apresentar formatos distintos na epiderme do
colmo das populagbes de S. villosum (Tabela 3). Artschwager (1954) conseguiu
distinguir duas populacdes de Saccharum sinense Roxb. através da analise da epiderme
do colmo, utilizando, dentre outras estruturas, as células silicificadas. O formato dessas
células, descrito via vista frontal, € muito importante para uso taxonémico (Prychid et
al. 2004), tanto que Pelegrin et al. (2009) também utilizaram esta caracteristica para
distinguir espécies de Briza L.

Todas as populacdes de S. villosum apresentam células silicificadas cruciformes
e retangulares, mas nas populacdes de Brasilia-DF (179 e 199), Cavalcante-GO (180) e
Mambai-GO (186) também ocorre o formato halteriforme (Tabela 3), sendo que nessas
localidades ocorrem outras populacdes que ndo compartilham este formato, o que esta
de acordo com Piperno e Pearsall (1998), que afirmaram que o formato dessas células
ndo é influenciado por fatores ambientais, possuindo, portanto, consideravel potencial
diagndstico.

Os complexos estomaticos de S. villosum sdo paraciticos, com células-guarda
halteriformes, estdo restritos a zona intercostal e separados por células interestomaticas,
conforme descrito por Metcalfe (1960) para a familia, mas diferentemente do que ocorre
nas laminas foliares, ndo ha fileiras continuas de complexos estomaticos, sendo a
distribuicdo irregular. Apesar de Ellis (1986) destacar que em laminas foliares de
Panicoideae os principais tipos de células subsidiarias apresentam o formato triangular e
em cupula, no colmo de S. villosum ndo foram observadas células triangulares, mas em
cUpula, plana ou irregular, mas os diferentes formatos podem coexistir em uma mesma
populacéo, resultado também observado por Ellis (1979).

Em relagcdo ao tamanho, os complexos estomaticos de todas as populagfes sdo
considerados pequenos (< 90 um, Santos et al. 2010), corroborando os valores 28-45
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um encontrados por Watson e Dallwitz (1994) e Ullah et al. (2011) para Saccharum.
Segundo Aliscioni (2000), as gramineas que crescem em ambientes imidos e sombrios
apresentam complexos estomaticos maiores nas laminas foliares, 0 mesmo foi
constatado para o colmo da populacdo 226, que se encontra mais ao sul do pais,
recebendo menor luminosidade e maior suprimento hidrico. Entretanto, algumas
populacbes localizadas no centro-oeste brasileiro (179, 180, 183, 185) também
apresentam complexos estomaticos com comprimento maior, o que € explicado por
Melo et al. (2007) como resposta a diferentes estresses, uma vez que o tamanho dessas
estruturas é muito varidvel em funcdo do ambiente onde se encontram.

Os tricomas sdo as células epidérmicas que apresentam maior diversidade,
macrotricomas estdo presentes na maioria das populacdes de S. villosum, sdo todos
unicelulares, mas com tamanhos, densidades e quantidade das células da base variaveis,
sendo que 0 mesmo espécime pode apresentar uma, duas ou varias células associadas a
sua base (Tabela 2; 4; Fig. 1f). Segundo Melo et al. (2007), a epiderme é um tecido
bastante responsivo as alteragdes ambientais. Aliscioni (2000) analisando populac@es de
Paspalum L., outro género de Poaceae, verificou que algumas espécies crescem em uma
ampla diversidade de habitats e, portanto, exemplares de uma mesma espécie
apresentam grande adaptacdo ecoldgica, principalmente em relagdo a comprimento,
frequéncia e tipo de base dos macrotricomas.

Além da relevancia taxonémica, Ghahreman et al. (2006) utilizaram formato e
densidade dos macrotricomas para separar espécies de Bromus L. (Poaceae), esses
tricomas podem representar adaptacGes ao meio, ja que a frequéncia pode aumentar com
a intensidade da luz, exposicdo ao vento e altitude (Ellis 1979). Em todas as populacdes
de S. villosum cujos macrotricomas sdo abundantes, estes também sdo longos (Tabela 2;
4) e, quando sdo analisadas apenas as populacdes encontradas em maior altitude (>
1000m, Tabela 1), independente da densidade, todos sdo longos. A Unica excecao € a
populacdo 179 (Brasilia-DF), que possui 0s menores macrotricomas, mas apresenta
espinhos longos (Tabela 2) que, segundo Metcalfe (1960), podem apresentar a mesma
funcdo ecoldgica, neste caso de protecdo contra os ventos fortes e a alta incidéncia solar
tipicos de locais de elevada altitude (Dickson 2000).

Os espinhos sdo o Unico tipo de tricomas presente em todas as populacées de S.
villosum, seus &pices sdo voltados para diregdes distintas (Tabela 3; Fig. 1a; e; 2a; c),
diferente do relatado para laminas foliares de Poaceae por Metcalfe (1960) e Ellis
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(1979), que sdo geralmente voltados para mesma direcdo. Ellis (1979) e Ullah et al.
(2010) citam que a presenca e distribuicdo dos espinhos podem ser importantes para
identificacdo e diferenciacdo das espécies. Outras espécies da mesma familia também
apresentam populacdes com variagfes no tamanho e densidade dos espinhos, como
Oryza latifolia Desv. (Sanchez et al. 2003). Para as populacdes de S. villosum os
espinhos representam uma variavel importante para distingdo de ramos do dendograma
(Fig. 4), a populacdo 212 (Rio Verde-GO) estd em um ramo distinto das demais do seu
subgrupo B> devido aos seus longos espinhos (Tabela 2).

Em S. villosum, apenas a populacdo 214 carece de microtricomas,
diferentemente do que ocorre nas laminas foliares do género, que sempre portam este
tipo de tricoma (Watson e Dallwitz 1994), nas demais populacdes esses tricomas sdo
bicelulares e menores que 120 um, caracteristico de Panicoideae, corroborando com a
descricdo feita por Ellis (1979; 1986). A auséncia de microtricomas na populagéo 214
foi o principal fator que explica a sua posicdo em um ramo (A) distinto das demais
populacdes no dendograma (Fig. 4).

De acordo com Welker e Longhi-Wagner (2012), as populac@es de S. villosum
do Rio Grande do Sul apresentam grande variabilidade no que se refere ao indumento
da parte vegetativa, com predominio de plantas densamente pilosas. A populagdo 226,
também oriunda do Rio Grande do Sul apresenta os maiores tricomas, independente do
tipo (Tabela 2), j& nas demais populacGes do Goias e Distrito Federal ha diferencas
significativas em relacdo aos tipos e tamanhos dessas células. Algumas populagdes do
DF estdo geograficamente proximas e pertencem a grupos distintos do dendograma,
como 199 que pertence ao grupo B; e estd a 10 Km de distancia de 201, que pertence ao
grupo Cz, semelhante ao que ocorre entre 178 (Cs) e 179 (B.), havendo apenas 5 Km
entre elas. Devido a proximidade entre essas populacdes, pode-se afirmar que estdo
submetidas a condi¢cdes ambientais similares, mas apresentam densidades ou dimensdes
diferentes de macrotricomas (Tabela 1; 3). Assim, essas varia¢gdes ndo sdo causadas
apenas pelo ambiente onde as populag¢des sédo encontradas.

Em seccéo transversal os colmos séo circulares e compreendem epiderme, cortex
e sistema vascular, padrdo encontrado em diversas Poaceae (Metcalfe 1960; Jacobsen et
al. 1992; Evert 2006). O cortex é delimitado por esclerénquima associado a tracos
foliares e feixes vasculares, segundo Evert (2006), a distribuicdo do esclerénquima
associado aos feixes vasculares pode estar relacionada com fatores ambientais,
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gramineas de ambientes aridos sdo caracterizadas por esclerénquima desenvolvido. No
entanto, Welker e Longhi-Wagner (2012) comentam que S. villosum tem preferéncia
por ambientes umidos, o que foi comprovado aqui, por exemplo com a populacdo 245
(Guara-DF; Fig. 3d), localizada as margens de um rio, ndo sofrendo de déficit hidrico e
possuidora de grande proporcao de esclerénquima no sistema vascular (Tabela 4), o que
demonstra que as altera¢fes no gendtipo tém maior influéncia que os fatores ambientais
na determinacdo da quantidade de escleréngquima.

As diferentes proporcdes de tecidos esclerenquimatico, parenquimatico e
vascular nas regibes periférica, intermediaria e central do sistema vascular das
populagdes de S. villosum foram fundamentais para a construgdo do dendograma (Fig.
4). Entretanto, observa-se que populacGes proximas geograficamente ficaram em ramos
distintos do dendograma, enquanto algumas populac@es de regides distantes pertencem
ao mesmo ramo. Baseados em dados morfoldgicos Welker e Longhi-Wagner (2012)
citam que S. villosum apresenta grande diversidade, estes autores justificam que isto
ocorre porque mais de uma espécie esteja envolvida dentro da sua atual descricdo,
corroborando assim os dados apresentados.

Hodkinson et al. (2002) citam que a taxonomia de Saccharum é confusa,
podendo inclusive ocorrer hibridos interespecificos e intergenéricos. De acordo com as
analises morfoldgicas e anatdmicas do colmo de populacdes de S. villosum, foram
obtidos resultados muito distintos, é possivel que esta variacdo apresentada deva-se ndo
somente a adaptacdo ao ambiente, mas ao fato de espécies anteriormente consideradas
distintas terem sido sinonimizadas em S. villosum, sugerindo que sua atual
circunscricdo, do ponto de vista anatbmico, ndo esta bem definida.

Concluséo

Pela analise de agrupamento foi possivel distinguir grupos de populacGes com
base nas caracteristicas anatébmicas do colmo de S. villosum, verificou-se que as
variacOes apresentadas ndo seguem um padrédo geogréafico. Popula¢Ges de mesma regido
geogréfica podem apresentar diferengas mais marcantes que as encontradas em
populacbes afastadas, descaracterizando a possivel adaptagdo especifica ao meio.
Populacdes de uma mesma regido, como por exemplo, de Brasilia-DF (178, 179, 199 e
201), podem apresentar densidades distintas de macrotricomas, aléem de possuir
diferentes tipos de espinhos. Assim como tipos diferenciados de células silicificadas,
subsidiarias e macrotricomas ocorrem em populacbes de Cavalcante-GO (180, 183 e
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184) e Mambai-GO (186 e 190). Entretanto, populacdes de regides distantes podem ser
bastante semelhantes, como as oriundas de Gramado-RS (226) e Rio Verde-GO (210),
mostrando que diferentes condicdes ambientais podem selecionar caracteristicas
anatdmicas similares. Assim, pode-se afirmar que as populacdes de S. villosum
apresentam grande diversidade anatdmica em seu colmo, e que as diferencas observadas
ndo estdo relacionadas com a localizagdo geogréfica de cada populagéo. Desta forma
novos trabalhos taxondmicos moleculares devem ser feitos no “complexo Saccharum

villosum” para melhor delimitar a circunscri¢éo da espécie.
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Tabela 1 Dados de coleta das populacdes de S. villosum estudadas

N Municipio, Estado (coordenadas geograficas; altitude) Data
178 Brasilia, DF (15°56'29.6"S 47°53'21.1"W;1117 m) 03/06/2009
179 Brasilia, DF (15°55'7.46"S 47°54°0.90"W; 1121m) 03/06/2009
180 Cavalcante, GO (13°35°078"S 47°31°45.0"W; 813m) 23/07/2009
183 Cavalcante, GO (13°48°17.3"S 47°27°50.8"W; 790m) 24/07/2009
184 Cavalcante, GO (13°48°0.75"S 47°27°6.01"W; 807m) 24/07/2009
185 Teresina de Goias, GO (13°48°3.80"S 47°15°8.08"W; 756m) 25/07/2009
186 Mambai, GO (14°29°0.26"S 46°06°0.12"W; 689m) 12/12/2009
190 Mambai, GO (14°33°0.51"S 46°06'0.36" W; 685m) 12/12/2009
199 Brasilia, DF (15°46°0.49"S 47°58°0.35"W; 1093m) 18/12/2009
201 Brasilia, DF (15°43°54.0"S 047°53°30.5"W; 1165m) 18/12/2009
202 Planaltina, DF (15°34'32.0"S 047°36'29.8"W; 1036m) 20/01/2010
209 Guap6, GO (16°51'12.1"S 49°35'32.1"W; 810m) 05/02/2010
210 Rio Verde, GO (17°52°21.5"S 50°57°48.9"W; 701m) 06/02/2010
212 Rio Verde, GO (18°09°53.0"S 51°05°54.2"W; 623m) 06/02/2010
214 Aparecida do Rio Doce, GO (18°14°37.3"S 51°16°02.8"W; 590m) 06/02/2010
215 Jatai, GO (18°06°04.2"S 51°29°25.0"W; 690m) 06/02/2010
218 Indiara, GO (17°12°21.2"S 50°06°00.9"W; 510m) 07/02/2010
219 Guapd, GO (16°49°01.5"S 49°31°51.6"W; 688m) 07/02/2010
226 Gramado, RS (29°21°40.9”S 50°51°11.4”W; 1013m) 19/12/2010
236 Alto Paraiso de Goias, GO (14°08'12.1"S 47°42'57.3"W; 1208m) 14/02/2011
245 Guard, DF (15°49°58.4”S 47°57°53.3”W; 1047m) 24/02/2011
254 Mineiros, GO (18°15°32.0”’S 52°53'22.3” W; 781m) 11/03/2011

(N) Populagbes listadas pelo nimero de coleta.
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Tabela 2 Medidas das estruturas epidérmicas do colmo das populacdes de S. villosum

N LC Si S P Mi Ma

178 136.80+30.17 14.61+3.57  30.26+1.44 22.91+3.78 74.14+0.39 436.59+5.11
179  149.15+37.64 15.27+4.42  35.28+2.72 31.47+10.68 72.74+15.79 72.48+7.94
180 153.32+39.32 16.18+2.75  37.61+2.01 37.84+22.27 76.80+2.41  271.76+69.90
183  186.22+29.20 15.9242.60  35.22+2.02 33.92+14.23 75.56+1.13 103.01+0.96
184  129.64+26.74 17.55+4.20  32.26+£1.91 37.33+£11.80 72.67£12.16  219.79+10.44
185 171.84+24.05 17.93+3.70  39.10+1.24 28.9616.83 67.70+0.18 -

186  131.12+34.57 15.82+42.32  27.95+2.85 20.73+4.96 64.57+0.56 461.79+0.99
190 125.61+29.69 15.09+2.92  33.50+2.61 27.69+8.89 62.64+2.77 454.39+3.86
199  146.58+26.39 16.59+2.87  30.73t1.75 35.04+18.52 76.93£3.04  421.21+82.35
201 122.43+36.04 16.67£2.67  29.15+2.32 29.19+7.14 68.24+1.68  527.71+72.79
202 113.69+27.78 14.3242.17  23.76+2.44 29.64+5.15 67.79+12.46  508.94+92.02
209 148.86+25.95 14.93+3.29  32.55+3.23 30.68+5.69 74.11+10.79  589.66+50.25
210 130.55+26.20 15.12+42.76 ~ 28.86+1.54  36.07+10.88 62.27+0.76  358.08+69.39
212 173.46+49.59 14.99+2.87  31.78+3.68  59.73+19.742 77.42+6.59 146.38+2.74
214 158.81+35.91  10.11+1.80*  25.34+0.91 16.67+2.13 — -

215 145.87+36.04 15.81+2.53  32.01+1.68  41.60+16.01 68.40+1.05 627.59+16.19
218 134.16+25.99 15.98+3.11  27.99+3.46 33.23+8.00 92.96+0.29*  425.11+92.04
219  147.00£35.06 16.04+2.74  25.83t1.61 27.52410.35 68.2247.90  566.19+58.82
226  159.31+34.39 17.38+3.45  36.10+1.30 29.46+9.02 110.38+0.41° 569.18+55.95
236 158.60+47.43 20.01£3.22  32.8945.25 35.26+10.42 59.3749.46  387.11+26.87
245 131.41+31.00 16.29+2.43  31.06+1.89 30.31+6.08 72.45+15.68  631.12+6.99
254 178.72+31.66 18.50+2.66 33.74+2.23 40.06+5.04 75.99+0.41 —

(N) Populagdes listadas pelo nimero de coleta. Valores expressos em média + desvio-padrdo das
medidas. Numeros seguidos por letras, em uma mesma coluna, representam diferenga significativa entre
as populagdes. Comprimentos das células longas (LC), células silicificadas (Si), microtricomas (Mi),
macrotricomas (Ma), espinhos (P) e estdmatos (S) em um
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Tabela 3 Diversidade celular das estruturas epidérmicas em vista
frontal do colmo de diferentes populac@es de S. villosum

Macrotricoma

N Célula Espinho Célula
silicificada densidade Base subsididria

178 c,r raros 1,m p,h,Ip do,npli
179 c,d,r raros 1 p, Ip do, pl, i
180 c,d,r raros 1,2 p,h,Ip do,npli
183 c,r raros 1 p,h,1Ip do,pl
184 c,r raros 1,2,m p,hlp do,pli
185 c,r - - p, h do, pl
186 c,d,r abundantes 1, m p,h,Ip do,npli
190 c,r abundantes 1,2,m p,h/Ip do,pli
199 c,d,r abundantes 1,2,m p,h,Ip do,pli
201 c,r raros m p,h,Ip do,npli
202 c,r raros 1,2 p do, pl, i
209 c,r abundantes 1,2, m p,h do, pl, i
210 c,r raros 1,2 p,h,Ip do,pl i
212 c,r raros 1 p,h,Ip do,npli
214 c,r - - p do, pl, i
215 c,r raros 1,2,m p,hlp do,pli
218 c,d,r raros 1 p,h,Ip do,pl i
219 c,r abundantes 1 p,h,Ip do,npli
226 c,r abundantes 1,2,m p,h/Ip do,pli
236 c,r raros 1,m p, h do, pl, i
245 c,d,r raros 1,m p, h do, pl, i
254 c,r - - p, h do, pl, i

(N) Populagdes listadas pelo nimero de coleta. Formato das células
silicificadas: cruciforme (c), halteriforme (d) e retangular (r).
NUmero de células na base dos macrotricomas: uma (1), duas (2) e
varias (m). Tipos de espinhos: espinho (p), gancho (h) e espinhos
longos (Ip). Formato das células subsidiarias: em cupula (do), plana
(pl) e irregular (i)
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Tabela 4 Medidas morfoldgicas e das estruturas anatdmicas em secc¢do transversal do colmo de diferentes populagdes de S. villosum

N cW D L T Regido Periférica Regido Intermediaria Regido Central

Sc \% P Sc \% P \V; =]
178 0.40+0.01* 0.90+0.08 31.00+5.59 198.8+13.17 0.67+0.03 0.12+0.01 0.20+0.01 - 0.10+0.01 0.89+0.09 0.23+0.01 0.76+0.01
179 0.32+0.03 0.91+0.08 30.96+5.50 198.88+13.04 0.67+0.02 0.14+0.01 0.17+£0.01 0.12+0.01 0.14+0.01 0.73+0.08 0.24+0.01 0.75+0.01
180 0.18+0.02 0.99+0.08 32.56+4.30 251.36+7.42 0.60+0.01* 0.15+0.01 0.24+0.01 - 0.17+0.01 0.83+0.08 0.23+0.01 0.76+0.01

183 0.190.01 0.55+0.05 34.84+3.04 253.36+4.65 0.85+0.03 0.08+0.01 0.06+0.01 0.12#0.01 0.11+0.01 0.76+0.09 0.23+0.01 0.77+0.01
184 0.28+0.03 0.99+0.08 33.96+3.12 253.64+5.17 0.86+0.01 0.07+0.01 0.06+0.01 0.13+0.01 0.07+0.01 0.80+0.01 0.24+0.01 0.75+0.01
185 0.28+0.03 0.84+0.05 33.96+2.84 253.4+4.48 0.84+0.01 0.10+0.01* 0.05+0.01 0.40+0.01* 0.18+0.01 0.41+0.01 0.23+0.01 0.76+0.01
186 0.25+0.04 0.80+0.08 34.24+2.74 221.6+35.08% 0.49+0.02° 0.15+0.01 0.35+0.01* 0.02+0.01 0.12+0.01 0.85+0.01 0.24+0.01 0.75+0.01
190 0.21+0.021 0.60+0.08 40.12+1.86 299.6+8.41 0.69+0.03 0.15+0.01 0.14+0.01 0.06+0.01 0.11+0.01 0.83+0.01 0.22+0.01 0.77+0.01
199 0.16£0.02 0.552+0.05 28.52+4.64 150.4+8.41° 0.80+0.01 0.12+0.01 0.07+0.01° 0.11+0.01 0.10+0.01 0.77+0.01 0.20+0.01 0.79+0.01
201 0.17+0.04 0.64+0.10 47.45+6.73 275.4+12.25 0.74+0.01 0.15+0.01 0.10+0.02° 0.08+0.01 0.12+0.01 0.79+0.01 0.21+0.01 0.78+0.01
202 0.11+0.01 0.60+0.13 41.48+10.75 257.2+23.17 0.56+0.01° 0.17+0.03" 0.25+0.01 0.07+0.01 0.15+0.01* 0.78+0.01 0.21+0.01 0.78+0.01
209 0.16+0.04 0.55+0.05 48.16+2.67  304.84.20 0.71+0.03 0.12+0.02 0.17+0.01 0.12+0.01 0.09+0.01 0.80+0.01 0.20+0.00 0.79+0.01
210 0.19+0.01 0.59+0.08 50.08+1.63 349.6+8.42 0.52+0.02 0.15+0.01 0.33+0.01¢ 0.46+0.01° 0.13+0.01 0.40+0.01 0.20+0.00 0.79+0.01
212 0.26+0.04 0.89+0.10 31.00+5.59 250+8.16  0.72+0.01 0.06+0.01° 0.21+0.01 0.08+0.01 0.08+0.01 0.84+0.01 0.20+0.01 0.80+0.01
214 0.18+0.01 0.65+0.11 50.04+1.59 350.4+8.51 0.34+0.01¢ 0.16+0.01 0.49+0.02¢ 0.02+0.00 0.18+0.01 0.80+0.01 0.22+0.01 0.77+0.01
215 0.19+0.01 0.54+0.05 31.00+5.59 260+8.16  0.79+0.03 0.15+0.01 0.04+0.01 0.04+0.01° 0.17+0.01 0.78+0.01 0.19+0.01 0.81+0.01
218 0.18+0.02 0.69+0.22 41.20+10.21 250+57.74  0.69+0.01 0.16+0.01 0.14+0.01 0.04+0.01 0.19+0.01°® 0.76+0.01 0.20+0.01 0.80+0.01
219 0.30+0.01 0.87+0.13 47.44+6.09 299.6+8.83 0.74+0.01 0.13+0.02 0.13+0.01" 0.15+0.01¢ 0.10+0.02 0.74+0.01 0.24+0.01 0.75+0.01
226 0.36+0.02° 0.69+0.08 41.88+2.52 299.6+8,52 0.52+0.02 0.15+0.01 0.31+0.01% 0.25+0.01° 0.16+0.01 0.58+0.01* 0.18+0.01 0.81+0.01
236 0.22+0.02 0.70£0.07 41.60+2.00 302.92+4.67 0.63+0.03° 0.14+0.01¢ 0.23+0.01 0.07+0.01 0.18+0.01 0.75+0.01 0.19+0.01 0.81+0.01
245 0.1620.03 0.57+0.11 103.4+1.78 361.24+39.44 0.73+0.02 0.12+0.02 0.15+0.01 0.18+0.017 0.13+0.01 0.68+0.01 0.19+0.01 0.81+0.01
254 0.12+0.01 0.55+0.05 29.60+5.60 195.2+11.22 0.70+0.03 0.15+0.01 0.14+0.01 0.01+0.00 0.17+0.01 0.81+0.01 0.20+0.01 0.80+0.00

(N) Populagdes listadas pelo nimero de coleta. Valores expressos em média = desvio-padrdo das medidas. NUmeros seguidos por letras, em uma mesma
coluna, representam diferenca significativa entre as populagdes. Espessura da parede do colmo (CW), didametro do entrend (D), comprimento do entrend (L) e
comprimento total do colmo (T) em cm. ProporcGes de esclerénquima (Sc), tecido vascular (V) e parénquima (P).
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Fig. 1 Vista frontal da epiderme do colmo de diferentes populagdes de S. villosum. a 179. b 226. ¢ 186. d
214. e 219. f 184. Notam-se os diferentes tipos celulares, com tamanhos e frequéncia distintos, complexos
estomaticos e tricomas restritos a zona intercostal, além de quantidades distintas de células na base dos
macrotricomas. c célula suberosa, cz zona costal, h gancho, i célula interestomatica, iz zona intercostal, Ic
célula longa, ma macrotricoma, mi microtricoma, p espinho, s complexo estomatico, si célula silicificada,

* células na base dos macrotricomas. Barra 28 um em a-b; 15 um em c-f.
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Fig. 2 Epiderme do colmo de diferentes populagdes de S. villosum sob microscopia eletrénica de
varredura. a 183. b 190. ¢ 254. d 180. e 185. f 201. Ocorrem células curtas distribuidas de forma néo
padronizada, microtricomas de tamanhos distintos e diversidade morfol6gica dos espinhos e células
silicificadas. cz zona costal, h gancho, iz zona intercostal, Ic célula longa, ma macrotricoma, mi

microtricoma, p espinho, s complexo estomatico, si célula silicificada. Barra 10 um.
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Fig. 3 Secc¢bes transversais do colmo de diferentes populacGes de S. villosum. a aspecto geral de 236. b
detalhe da periferia de 226. ¢ detalhe da periferia de 212. d detalhe da periferia de 245. e feixes centrais
de 215. f detalhe do feixe central de 226. Observa-se epideme uniestratificada, diferentes proporcdes de
parénquima e esclerénquima no cortex e feixes vasculares revestidos por bainha Gnica. b feixe vascular,
bs bainha de feixe, e epiderme, ma macrotricoma, ph floema, pl lacuna do protoxilema, pt tecido
parenquimatico, s complexo estomatico, st tecido esclerenquimatico, t traco foliar, ve elemento de vaso.

Barra 150 umem a, e; 67 umem b, ¢; 28 ymem d, f.
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Fig. 4 Dendograma gerado a partir da analise de agrupamento das médias padronizadas das varidveis das
populagbes de S. villosum, a medida de similaridade entre as popula¢des foi “linkage distance” e 0
algoritmo foi UPGMA. Principais grupos: A auséncia de microtricomas; B menores comprimentos total e
dos entrenos, associado a menores comprimentos ou auséncia dos macrotricomas; B: menor didmetro dos
entrends; B, maior didmetro dos entrends; C maiores comprimentos total, dos entrends e dos
macrotricomas; C; maiores células longas, complexos estomaticos e microtricomas; C, maiores
comprimentos dos entrends e espinhos, associado a menores didmetros e espessura da parede dos

entrends; C; menores espinhos e maiores diametros dos entrends.

Silvia Dias da Costa Fernandes



Caracterizacéo Estrutural e Bioquimica do Colmo das Espécies Brasileiras do Género Saccharum L. (Poaceae) 48

6. CAPITULO 2"

“Para este capitulo seguiram-se as normas do periddico Acta Botanica Brasilica.
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Caracterizacdo estrutural do colmo das espécies brasileiras de Saccharum L.

(Poaceae)

RESUMO

(Caracterizacao estrutural do colmo das espécies brasileiras de Saccharum L.
(Poaceae)). No Brasil ocorrem trés espécies nativas de Saccharum (Poaceae) - S.
angustifolium (Nees) Trin., S. asperum (Nees) Steud. e S. villosum Steud., mas as
informacdes sobre elas sdo escassas e a identificacdo baseada nas inflorescéncias e
laminas foliares, estruturas que nem sempre estdo presentes ou portando as
caracteristicas diagnosticas. A anatomia pode ser uma ferramenta para subsidiar a
taxonomia das gramineas, para as especies supracitadas ha poucos estudos anatémicos,
e estes ndo apresentam fins taxondmicos. O objetivo deste trabalho foi descrever a
estrutura externa e a anatomia do colmo das trés espécies brasileiras de Saccharum,
além de uma provavel espécie nova, verificar possiveis caracteres diagndsticos em nivel
especifico e proporcionar um melhor conhecimento acerca do género. Foram analisados
fragmentos da epiderme em microscopia Optica e eletronica de varredura, além de
seccOes transversais do colmo. Saccharum asperum possui células comuns longas
maiores, enquanto as células silicificadas, espinhos, microtricomas e macrotricomas séo
menores e significativamente diferentes das demais espécies. Os maiores microtricomas
estdo presentes em S. angustifolium. Saccharum villosum apresentou a maior
diversidade em termos anatdmicos. As principais diferencas da provavel espécie nova
em relacdo as demais ja descritas estdo relacionadas a maiores complexos estomaticos,
comprimento total e espessura da parede do colmo e comprimento dos 2° e 3° entrends.

Palavras-chave: anatomia, caule, Gramineae

Introducéo

Poaceae, uma das maiores familias botanicas, € composta por 12 subfamilias,
uma das principais é Panicoideae, atualmente formada por duas grandes tribos,
Sacchareae e Paniceae, além de outras dez tribos com menor nimero de representantes
(Soreng et al., 2013). Ahmad et al. (2010) citam que Sacchareae é cosmopolita,
comporta 11 subtribos distintas principalmente via caracteres das inflorescéncias e seus

cerca de 87 géneros ndo estdo claramente delimitados. Nesta tribo encontra-se a
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subtribo Saccharinae, que inclui cerca de 140 espécies distribuidas em 13 géneros, entre
estes, Saccharum L. (Clayton & Renvoize 1986).

Saccharum apresenta grande importancia econdmica, mas do ponto de vista
taxonémico ainda ha controvérsias sobre sua circunscricdo (Welker & Longhi-Wagner
2012). Em seu sentido amplo, incluindo as espécies de Erianthus Michx., compreende
cerca de 40 espécies (Clayton & Renvoize 1986). Entretanto, alguns autores consideram
Erianthus distinto de Saccharum, tendo este aproximadamente 28 espécies (Watson &
Dallwitz 1992). A analise filogenética realizada por Hodkinson et al. (2002) nao
encontrou justificativa para esta divisdo, mas esses autores incluiram poucas espécies de
Erianthus. Desta maneira, como ndo ha estudos conclusivos, Saccharum sera aceito
aqui em seu sentido amplo, conforme adotado por Filgueiras (2003).

No Brasil ocorrem 3 espécies nativas de Saccharum — S. angustifolium (Nees)
Trin. que ocorre nas regides Sudeste e Sul, S. asperum (Nees) Steud. encontrada da
regido Centro-oeste a Sul e S. villosum Steud., com maior distribuicdo, presente desde a
regido Nordeste a Sul (Filgueiras & Welker 2013). Porém, as informagdes sobre estas
espécies sdo escassas, normalmente estdo presentes apenas em levantamentos floristicos
(Cheavegatti-Gianotto et al. 2011).

As gramineas sdo comumente identificadas com base em seus caracteres florais,
0 que pode constituir um problema, ja que a inflorescéncia nao persiste por um grande
periodo do ciclo de vida desses individuos. Para Saccharum, além das inflorescéncias, a
morfologia e a pilosidade das laminas foliares também apresentam importancia
taxondmica (Welker & Longhi-Wagner 2012), entretanto, durante alguns periodos as
folhas ficam secas, ndo mantendo suas caracteristicas. Assim, a utilizacdo da anatomia
como subsidio para a taxonomia pode tornar possivel o reconhecimento do taxon
quando as estruturas reprodutivas ndo estdo disponiveis (Metcalfe 1960), além de que
algumas estruturas anatdmicas sao usualmente constantes, podendo ser mais confiaveis
do que os caracteres da morfologia externa (Watson et al. 1985).

Os estudos anatbmicos dos érgdos vegetativos de Saccharum sao relativamente
escassos, 0s mais frequentes abordam a lamina foliar de cultivares de cana-de-agUcar e
ndo apresentam fins taxonémicos (Artschwager 1925; Metcalfe 1960; Merida 1970;
Ferreira et al. 2005; 2007; Garcia & Jauregui 2008). Desta forma, este trabalho tem
como objetivo descrever a estrutura externa e a anatomia do colmo das trés espécies
brasileiras do género Saccharum, além de uma provavel espécie nova, verificar
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possiveis caracteres diagndsticos em nivel especifico e proporcionar um melhor

conhecimento acerca do género.

Material e métodos

Foram analisados 3 colmos de cada uma das 35 populacdes (4 de S.
angustifolium, 8 de S. asperum, 22 de S. villosum e 1 de S. sp) encontradas em
diferentes localidades brasileiras, identificadas pelos respectivos nimeros de coleta e
depositadas nos herbarios da Universidade de Brasilia — UB ou da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul - ICN (Tab. 1). As amostras coletadas das regides medianas dos
2° e 3° entrends (contados a partir da inflorescéncia) foram preservadas em alcool etilico
70% para andlise anatbmica, ja as amostras, da mesma regido dos entrenés, obtidas de
material herborizado, foram previamente reidratadas para posterior preservacdo em
alcool etilico 70%.

Foram medidos o comprimento total do colmo, didmetro, espessura da parede e
comprimento dos 2° e 3° entrends. Os fragmentos da epiderme foram obtidos com
solucdo de Franklin (Kraus & Arduin 1997) a 60°C e corados com azul de metileno e
bérax (1% aquoso, Langeron 1949). As seccOes transversais foram realizadas a méao
livre em microtomo de mesa, clarificadas com solucdo de hipoclorito de sédio (50%
aquosa, Kraus & Arduin 1997) e coradas com safranina e azul de alcido (1% aquosos,
Lugue et al. 1996). Ambas as sec¢bes foram desidratadas em série etilica, diafanizadas
em acetato de butila e montadas entre 1dmina e laminula em resina sintética (Paiva et al.
2006).

Para complementar a analise anatdbmica foram observados caracteres
micromorfoldgicos. As amostras foram desidratadas em série acetonica crescente até a
saturacdo, secas ao ponto critico, montadas em porta espécimen, cobertas com ouro ou
grafite, e examinadas em microscdpio eletronico de varredura JEOL JSM-7001F.

Os caracteres analisados foram os indicados no roteiro desenvolvido por
Graciano-Ribeiro et al. (2006) e a terminologia utilizada seguiu Ellis (1976; 1979). As
fotomicrografias foram obtidas com auxilio do microscopio Olympus CX 31 acoplado a
maquina digital. Para cada populacdo, em vista frontal da epiderme, foram tomadas 25
medidas dos comprimentos das células longas, silicificadas, tricomas e complexos
estomaticos. Nas seccles transversais foram quantificadas as proporcoes de tecidos
parenquimatico, esclerenquimatico e vascular de 3 campos distintos de cada uma das
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regides do sistema vascular: periférica, intermediaria e central. Todas essas medidas
foram tomadas com o auxilio do programa de andlise de imagens Image-Pro Plus 7.0
(Media Cybernetics 2009).

A determinacdo das diferencas das populacdes, para todas as variaveis
estudadas, foi realizada por anélise de variancia (ANOVA) e comparacdo das médias
com poés-teste Tukey modificado para nimero desigual de repeti¢cdes (Unequal N HSD),
assumindo probabilidade de erro de 5% (p < 0.05). A fim de detectar o grau de
similaridade entre as populacdes, foi realizada analise de agrupamento com as médias
padronizadas das variaveis da epiderme, comprimento total do colmo e espessura da
parede e comprimento dos 2° e 3° entrends, para as estruturas inexistentes em algumas
populacdes foi atribuido valor zero, foi utilizada a técnica de ligacdo de média de
grupos (UPGMA) e a medida de similaridade foi “linkage distance”, transformada para
porcentagem, o resultado desta anélise foi apresentado na forma de dendograma. Todas
essas andlises foram feitas com auxilio do programa Statistica 8.0 (Hill & Lewicki
2007).

Resultados

A epiderme caulinar € composta por células comuns longas, curtas dos tipos
silicificadas e suberosas, complexos estomaticos e, frequentemente, tricomas. Algumas
populacdes de S. asperum (312, 10673, 10683 e 10696) carecem de tricomas, nas
demais espécies essas estruturas epidérmicas estdo presentes em diferentes morfologias,
comprimentos e densidades (Tab. 2 e Fig. 1 - 3). E possivel caracterizar duas zonas
distintas - costal e intercostal. Em ambas as zonas ocorrem células comuns longas,
curtas dos tipos silicificadas e suberosas. Complexos estomaticos e tricomas estdo
restritos a zona intercostal. As células epidérmicas costais apresentam menor grau de
sinuosidade das paredes quando comparadas as intercostais (Fig. 1A - C).

As células longas apresentam formatos homogéneos e tamanhos distintos, suas
paredes celulares ndo séo espessadas e as sinuosidades das paredes séo irregulares (Tab.
2 e Fig. 1 - 2). As células curtas, complexos estomaticos e tricomas estdo presentes entre
as células longas de uma mesma fileira, de forma n&o padronizada (Fig. 1 - 2). As
células curtas podem estar solitarias ou em conjunto de até 5 células, cada conjunto
comporta apenas células silicificadas ou célula silicificada com suberosa e/ou tricoma
(Fig. 2A - D).
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As células silicificadas apresentam superficie crenada, principalmente nas
paredes anticlinais verticais, e os formatos variados: retangular estreito a largo,
cruciforme, e, menos frequente, halteriforme com superficie lisa (Fig. 3C - E). As
células silicificadas halteriformes apresentam disposicao paralela em relacdo as células
longas (Fig. 3E), mas em algumas populacdes de S. asperum (312, 10673 e 10683),
essas células podem estar dispostas perpendicularmente (Fig. 3D). As células suberosas
sdo raras, apresentam formato quadrado e podem estar isoladas entre duas longas ou
formar o par silico-suberoso (Fig. 2B).

Os complexos estomaticos apresentam a forma de clpula das células
subsidiarias como a mais comum, mas também podem apresentar paredes horizontais
retas ou forma irregular na mesma populacdo (Fig. 1C - F). Independentemente da
espécie, os complexos estomaticos apresentam distribuicdo ndo padronizada ao longo de
toda zona intercostal e sdo caracterizados pela deposicdo de silica nas células-guarda e
subsidiarias (Fig. 1E — F e 2B - C). As células interestomaticas sdo semelhantes as
células longas intercostais, mas apresentam as extremidades de suas paredes céncavas,
encaixando ao redor do complexo estomatico (Fig. 1B e 2C).

Os tricomas sdo as estruturas epidérmicas que mostraram maior diversidade
entre as populagBes nas diferentes espécies, quando presentes, apresentam tamanhos
variados e podem ser microtricomas, macrotricomas ou do tipo espinho (Fig. 1 — 3 e
Tab. 2). Os microtricomas sdo do tipo eupanicoide, apresentam tamanhos variados (Tab.
2), mas as células basal e distal tm aproximadamente o mesmo comprimento, ocorrem
entre duas células longas ou entre célula longa e interestomatica, a insercdo da célula
basal € em forma de circulo, a célula distal tem formato de bastdo e devido a sua parede
delgada, essa célula é frequentemente perdida durante a preparacdo histoldgica (Fig. 1E
— F e 2A). Em S. angustifolium esses tricomas estdo sempre presentes, em S. villosum
apenas uma populacdo (214) ndo possui e em S. asperum a maioria das populagdes
(295, 312, 10673, 10683 e 10696) carece deste tipo de tricoma (Fig. 1C - D e 2B - C).

Os macrotricomas apresentam tamanhos e densidades variados; podem
apresentar uma, duas ou varias células associadas a base (Fig. 1B, 1F, 3A e 3F). Em S.
angustifolium esses tricomas estdo presentes na metade das populacbes (227 e 279),
ocorrendo em baixa frequéncia e em diferentes tamanhos (Tab. 2), apenas com uma
célula na base. Em S. asperum podem ser frequentes, mas ocorrem em poucas
populacdes (280 e 316) com diferentes numeros de células na base. Saccharum villosum
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¢ a espécie mais versatil em termos de macrotricomas, mas estdo ausentes em trés
populagdes (185, 214 e 254).

Os espinhos sdo o tipo de tricoma mais frequente nas diferentes populacdes das
espécies brasileiras de Saccharum (Fig. 1A e 2D), no sentido amplo do termo séo
estruturas pontiagudas com base eliptica a arredondada, apresentam deposi¢éo de silica
no &pice e diferentes tamanhos (Tab. 2, Fig. 3C e 3E), quanto a forma podem ser
classificados em espinhos e ganchos, sendo que 0s ganchos apresentam apice curvo e
sdo geralmente menores que os espinhos, apenas S. angustifolium é desprovida de
ganchos, nas demais espécies este tipo celular estd presente em algumas populacées.
Todas as populagbes de S. angustifolium e S. villosum apresentam espinhos
propriamente ditos, em S. asperum eles estdo presentes na metade das populacdes (260,
280, 295 e 316).

Os comprimentos das células epidérmicas das espécies de Saccharum analisadas
foram distintos. Com excecdo das células comuns longas, S. asperum € a espécie que
apresenta as menores células epidérmicas; espinhos e microtricomas sdo maiores em S.
angustifolium; S. villosum apresenta 0s maiores macrotricomas e S. sp, 0S maiores
complexos estomaticos (Tab. 2).

Os colmos sdo circulares, ocos na por¢cdo mediana do entrend e macicos nas
regides proximas aos nos, o comprimento total e 0 comprimento e a espessura da parede
dos entren0s variam entre as espécies (Tab. 3). Em seccdo transversal observa-se
epiderme, cortex e sistema vascular (Fig. 4). A superficie pode ser lisa ou apresentar
saliéncias na zona costal e reentréncias na zona intercostal (Fig. 4B - D).

A epiderme € uniestratificada, recoberta por cuticula lisa e delgada, sendo
constituida pelos tipos celulares ja descritos na vista frontal. As células epidérmicas
comuns tém formato arredondado a quadrado, paredes espessadas e lignificadas, na
zona costal essas células apresentam menor volume, tanto que eventualmente ndo é
possivel visualizar o lmen celular (Fig. 4D). As células silicificadas séo retangulares e
com volume similar as epidérmicas comuns. Os complexos estomaticos sdo nivelados
em relacdo as demais células epidérmicas, podendo ocorrer pequena cavidade
subestomatica (Fig. 4D).

O cortex possui cerca de 3 camadas celulares, com diferentes proporcoes de
parénquima e esclerénquima, mesmo dentro da mesma espécie (Fig. 4B - C). Nos
espécimes com mais esclerénquima, o parénquima esta organizado em pequenos grupos
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adjacentes a zona intercostal (Fig. 4C — D). Nos espécimes que ocorre mais parénquima,
ocorrem calotas de esclerénquima nos tracos foliares e feixes vasculares periféricos
(Fig. 4A - B).

O sistema vascular é do tipo atactostelo, formado por tracos foliares e feixes
vasculares colaterais imersos, aleatoriamente, em tecido parenquimatico (Fig. 4A). Os
tracos foliares sdo circundados por esclerénquima, podendo haver conexdo com o
esclerénquima do feixe vascular adjacente, normalmente apresentam dois elementos de
vaso do metaxilema e carecem de lacuna do protoxilema, podem ocorrem tracos foliares
apenas com tecido floemético sendo constituidos por elementos de tubo crivado e
celulas companheiras (Fig. 4B - D).

Da regido periférica em direcdo a central a densidade dos feixes vasculares e o
espessamento das paredes das células circundantes diminuem, enquanto o tamanho dos
feixes vasculares e o volume das células parenquimaticas onde estdo imersos aumentam.
Os feixes vasculares periféricos tém formato circular e os centrais sdo alongados (Fig.
4). A bainha dos feixes vasculares é Unica, formada por células esclerenquimaticas e
parenquimaticas, a proporcdo esclerénquima/parénguima € menor nos feixes centrais
(Fig. 4F). Em todo o sistema vascular, a maioria dos feixes vasculares apresenta lacuna,
elemento de vaso do protoxilema e 2 elementos de vaso do metaxilema, raramente
ocorrem 3, sendo 2 geminados (Fig. 4F).

As proporcdes de tecidos nas diferentes regides do sistema vascular também
foram distintas entre as espécies de Saccharum analisadas. Na regido periférica, S.
angustifolium possui maior proporcéo de fibras e, consequentemente, menor proporgao
de tecido vascular. Na regido intermediaria, além de S. angustifolium, S. asperum,
também apresenta grande proporcdo de fibras, e nessas espécies as proporcdes de
parénquima sdo as menores. Na regido central de todas as espécies ndo ha fibras, em S.
villosum ocorre a menor proporcao de parénquima e, consequentemente maior de tecido
vascular (Tab. 3). Ndo h4 uma medula caracteristica, os feixes vasculares encontram-se
distribuidos até a regido central do colmo, em algumas populacbes esta regido é
fistulosa (Fig. 4E).

As medidas do comprimento total do colmo e espessura da parede e
comprimento dos 2° e 3° entrends sdo as mais divergentes entre as espécies de
Saccharum analisadas (Tab. 3), inclusive foram as responsaveis pela provavel espécie
nova (S. sp) estar em um ramo distinto de todas as outras espécies no dendograma (Fig.
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5). Os comprimentos dos 2° e 3° entrends séo significativamente diferentes em todas as
espécies, a parede e o comprimento total do colmo sdo muito maiores em S. sp (Tab. 3).

A analise de agrupamento permitiu categorizar as diferentes espécies de
Saccharum analisadas baseado em suas similaridades (Fig. 5). O ramo A é constituido
apenas pela provavel espécie nova (S. sp), uma vez que é a que apresenta as maiores
medidas morfoldgicas do colmo, além de possuir os maiores complexos estomaticos.

O segundo ramo € composto por todas as outras populacdes, sendo dividido em
2 grupos (B e C). O grupo B ¢ constituido pela maioria das populacdes de S. asperum
oriundas da regido sul do Brasil e por um espécime de S. villosum de Goiés (214),
destituido de micro e macrotricomas, assim como os espécimes de S. asperum do grupo.

O grupo C abrange as populacdes que possuem microtricomas, ou seja, todas as
populacdes de S. angustifolium, a maioria de S. villosum, uma populacdo de S. asperum
do Rio Grande do Sul (280) e as demais populacdes desta espécie, oriundas de Minas
Gerais e do Distrito Federal (260 e 316). Este grupo, por possuir 0 maior nimero de
ramos, foi subdividido em Cy e Cz, ambos grupos com representantes de S. villosum.
Em C: encontram-se as populagdes com os maiores complexos estomaticos e menores
macrotricomas, além de S. villosum, também ha todas as popula¢des de S. angustifolium
e algumas de S. asperum (280). Em C> ocorrem apenas as populagdes de S. villosum,

portadoras dos menores complexos estomaticos e maiores macrotricomas.

Discussao

Apesar da alta diversidade anatdbmica nas espécies brasileiras de Saccharum,
algumas estruturas estdo sempre presentes nos colmos, como epiderme diferenciada em
zonas costal e intercostal, células comuns longas com paredes sinuosas, células
silicificadas com superficie crenada e formatos cruciforme e retangular, complexos
estomaticos nivelados em relacdo as demais células epidérmicas e com células
subsidiarias em cUpula e planas, células suberosas quadradas, cortex com parénquima e
esclerénquima, e feixes vasculares revestidos por bainha Unica. Para Watson et al.
(1985) paredes sinuosas é uma caracteristica de Sacchareae e Metcalfe (1960) relata o
formato cruciforme das células silicificadas para Sacccharum.

Nas espécies brasileiras de Saccharum foram encontradas diferengas no
comprimento das estruturas epidérmicas (Tab. 2), o que explica parte dos grupos
gerados no dendograma (Fig. 5). Saccharum asperum possui células comuns longas
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maiores, enquanto as células silicificadas, espinhos, microtricomas e macrotricomas sao
menores e significativamente diferentes das demais espécies (Tab. 2). Hefler & Longhi-
Wagner (2010) também utilizaram dimensdo das células epidérmicas para separar
especies de Cyperus L. subg. Cyperus, apesar destas autoras terem analisado a ldamina
foliar, varios tipos celulares que apresentaram diferencas foram os mesmos do colmo de
Saccharum.

O formato das células epidérmicas longas é uniforme (Fig. 1 - 2), 0 que esta de
acordo com Ellis (1979), que afirma que sdo as células curtas as que mais sofrem
diferenciacdo e podem apresentar distingBes nas comparagdes intra e interespecificas.
As células curtas costais das espécies de Saccharum tém menor grau de sinuosidade das
paredes que as intercostais, e podem estar tanto isoladas quanto em pares, como 0S
silico-suberosos, conforme descrito por Evert (2006) e Ullah et al. (2011). No entanto,
ndo houve formato padrdo para as células silicificadas entre as espécies de Saccharum,
todas podem apresentar os formatos retangular estreito a largo, cruciforme e
halteriforme com superficie lisa, a Unica distincdo é que em S. asperum essas células
podem estar dispostas perpendicularmente a epiderme, enguanto nas demais ocorrem
paralelamente (Fig. 3C - E).

Os complexos estomaticos de todas as espécies de Saccharum analisadas sdo
paraciticos, com células-guarda halteriformes e estdo restritos a zona intercostal,
conforme descrito por Metcalfe (1960) para a familia, mas diferentemente do que ocorre
nas laminas foliares, ndo ha fileiras continuas de complexos estomaticos, sendo a
distribuicdo irregular. Apesar de Ellis (1986) destacar que em laminas foliares de
Panicoideae os principais tipos de células subsidiarias apresentam o formato triangular e
em culpula, no colmo das espécies de Saccharum ndo foram observadas células
triangulares, mas em cupula, plana ou irregular, mas os diferentes formatos podem
coexistir em uma mesma espécie, resultado também observado por Ellis (1979). Em
relacdo ao tamanho, os complexos estomaticos de todas as espécies de Saccharum séo
considerados pequenos (< 90 um, Santos et al. 2010), corroborando os valores 28-45
um encontrados por Watson & Dallwitz (1994) e Ullah et al. (2011) para o género,
sendo que 0s maiores estdo presentes em S. sp.

Os tricomas sdo as estruturas epidérmicas que mostraram maior diversidade
entre as populacdes nas diferentes espécies, mas ndo houve padrdo dessas células para
distincdo das espécies, em S. asperum ha populagdes que portam todos os tipos de
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tricomas (280 e 316) e outras que ndo apresentam nenhum tipo (312, 10673, 10683 e
10696). Em relagdo aos microtricomas, estdo sempre presentes em S. angustifolium e
em maior tamanho (Tab. 2), em S. villosum apenas uma populacdo (214) ndo possui e
em S. asperum ndo ocorrem nas populagdes oriundas da regido sul do Brasil (Fig. 1C —
D e 2B - C), nas demais populacdes estdo presentes, mas apresentam o0 menor tamanho
(Tab. 2). Watson & Dallwitz (1994) citam que em Panicoideae os microtricomas estdo
sempre presentes, esta afirmacdo pode estar correta para as laminas foliares, mas nédo
para 0s colmos, uma vez que foram encontradas varias populacdes de Saccharum que
ndo portam microtricomas. Quanto a localizacdo desses tricomas, Santos et al. (2010)
citam que em Poaceae a maioria ocorre na zona intercostal, para as populacbes de
Saccharum, todos os tipos de tricomas ocorrem apenas na zona intercostal.

Os macrotricomas também sdo distintos nas populacbes, sem apresentar um
padrdo entre as espécies. Em S. angustifolium e S. asperum, quando presentes, sdo 0s
menores em relacdo as demais espécies (Tab. 2), sendo que em S. angustifolium ocorre
apenas uma célula na base. Em S. asperum, S. villosum e S. sp ha diferentes niUmeros de
células na base. Saccharum villosum é a espécie mais versatil em termos de tamanho e
densidade, podendo também estar ausentes em algumas populacdes (185, 214 e 254).
Segundo Melo et al. (2007), a epiderme é um tecido bastante responsivo as alteracdes
ambientais, tanto que Aliscioni (2000) analisando populacdes de Paspalum L., outro
género de Poaceae, verificou que algumas espécies crescem em uma ampla diversidade
de habitats, apresentando grande adaptacdo ecoldgica, principalmente em relacdo
comprimento, frequéncia e tipo de base dos macrotricomas, 0 que pode estar ocorrendo
com S. villosum, j& que € a espécie brasileira de Saccharum encontrada em um maior
namero de regides.

Os espinhos, no sentido amplo do termo, sdo o tipo de tricoma mais frequente,
estando ausentes apenas em algumas populacdes de S. asperum (312, 10673, 10683 e
10696), nas demais populacOes desta espécie, ocorrem com o0 menor comprimento (Tab.
2). Os &pices dos espinhos de Saccharum séo voltados para dire¢Ges distintas (Fig. 1A),
diferente do relatado para laminas foliares de Poaceae por Metcalfe (1960) e Ellis
(1979), que sdo geralmente voltados para mesma direcdo. Ellis (1979) e Ullah et al.
(2010) citam que a presenca e distribuicdo dos espinhos podem ser importantes para

identificacdo e diferenciacdo das espécies. Outras espécies da mesma familia também
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apresentam populagdes com variagfes no tamanho e densidade dos espinhos, como
Oryza latifolia Desv. (S&nchez et al. 2003).

Nenhuma medida das variaveis epidérmicas de S. villosum mostrou diferenca
significativa em relacdo as demais espécies (Tab. 2). Welker & Longhi-Wagner (2012)
citam que S. villosum apresenta grande variabilidade morfoldgica, que pode ser devido a
mais de uma espécie estar envolvida dentro da sua atual descri¢do. Ja Hodkinson et al.
(2002) citam que a taxonomia do “complexo Saccharum” ¢ confusa, uma vez que
podem ocorrer hibridos interespecificos e intergenéricos. Desta maneira, é possivel que,
além da formacdo de hibridos naturais entre S. villosum e S. angustifolium (Welker &
Longhi-Wagner 2012), ocorra também entre S. villosum e S. asperum, justificando a
quantidade de caracteristicas em comum nestas espécies uma vez que estas estdo
sujeitas as mesmas condicdes ambientais e distribuicdo (Filgueiras & Welker 2013) e a
disposicao das populaces no dendograma, estando S. villosum dentro de grupos de S.
angustifolium e S. asperum (Fig. 5).

Em seccdo transversal os colmos sdo circulares e compreendem epiderme, cortex
e sistema vascular, padrdo encontrado em diversas Poaceae (Metcalfe 1960; Jacobsen et
al. 1992; Evert 2006). O cortex é delimitado por esclerénquima associado a tragos
foliares e feixes vasculares, segundo Evert (2006), a distribuicdo do esclerénquima
associado aos feixes vasculares pode estar relacionada com fatores ambientais,
gramineas de ambientes aridos sdo caracterizadas por esclerénquima desenvolvido. No
entanto, Welker & Longhi-Wagner (2012) comentam que S. villosum tem preferéncia
por ambientes Umidos, e varias populacBes de S. angustifolium e S. asperum também
foram coletadas em solo Umido, o que demonstra que as alteracbes no genotipo tém
maior influéncia que os fatores ambientais na determinacdo da quantidade de
esclerénquima.

No sistema vascular os feixes vasculares estdo imersos, aleatoriamente, em
tecido parenquimatico, sendo que da regido periférica em direcdo a central a densidade
dos feixes vasculares diminui e 0 tamanho dos feixes vasculares e o volume das células
parenquimaticas aumentam (Fig. 4A). A bainha dos feixes vasculares € Unica, o que, de
acordo com Metcalfe (1960) e Ellis (1986) é uma caracteristica de gramineas
panicaides.

As diferentes propor¢des de tecidos esclerenquimético, parenquimatico e
vascular nas regibes periférica, intermediaria e central do sistema vascular das
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populacbes das espécies brasileiras de Saccharum ndo foram utilizadas para a
construgcdo do dendograma (Fig. 5), por sofrerem influéncia ambiental, mesmo sob
diferentes intensidades. Além de que, na andlise de variancia destas variaveis, nédo
houve espécies significativamente distintas das demais (Tab. 3).

Neste estudo, foi realizada a analise anatdbmica do colmo das espécies brasileiras
de Saccharum, ndo foi possivel encontrar caracteristicas distintas e diagndsticas para
cada espécie, mas houve diferencas principalmente em relacdo as analises quantitativas.
Saccharum asperum possui células comuns longas maiores, enquanto as células
silicificadas e todos os tipos de tricomas s&o menores e significativamente diferentes das
demais espécies; os maiores microtricomas estdo presentes em S. angustifolium; a
possivel espécie nova (S. sp), além de apresentar complexos estomaticos com maior
dimensao, destaca-se das demais pelo comprimento total do colmo, dos 2° e 3° entrenos,
e espessura da parede maiores e significativamente distintos; S. villosum apresentou a
maior diversidade de tipos celulares na epiderme. Todos esses dados confirmam que a
taxonomia do ‘“complexo Saccharum” ¢ considerada confusa e novos trabalhos
taxonémicos devem ser realizados para melhor delimitar as espécies brasileiras deste

género.
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Tabela 1. Dados de coleta das populacdes das espécies de Saccharum analisadas.
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Espécie (n° de coleta)

Municipio, Estado (coordenadas geograficas; altitude)

Data de Coleta

. villosum (G178)

. villosum (G179)

. villosum (G180)

. villosum (G183)

. villosum (G184)

. villosum (G185)

. villosum (G186)

. villosum (G190)

. villosum (G199)

. villosum (G201)

. villosum (G202)

. villosum (G209)

. villosum (G210)

. villosum (G212)

. villosum (G214)

. villosum (G215)

. villosum (G218)

. villosum (G219)

. villosum (G226)

. angustifolium (G227)
. villosum (G236)

. Sp (G239)

. villosum (G245)

. villosum (G254)

. asperum (G260)

. angustifolium (G278)
. angustifolium (G279)
. asperum (G280)

. angustifolium (G281)
. asperum (W295)

. asperum (W312)

. asperum (G316)

. asperum (W10673)

. asperum (W10683)

. asperum (W10696)

Brasilia, DF (15°56'29.6"S 47°5321.1"W;1117 m)

Brasilia, DF (15°55'7.46"S 47°54°0.90"W; 1121m)

Cavalcante, GO (13°35°078"S 47°31°45.0"W; 813m)
Cavalcante, GO (13°48°17.3"S 47°27°50.8"W; 790m)
Cavalcante, GO (13°48°0.75"S 47°27°6.01"W; 807m)

Teresina de Goias, GO (13°48°3.80"S 47°15°8.08"W; 756m)
Mambai, GO (14°29°0.26"S 46°06°0.12"W; 689m)

Mambai, GO (14°33°0.51"S 46°06'0.36" W; 685m)

Brasilia, DF (15°46°0.49"S 47°58°0.35"W; 1093m)

Brasilia, DF (15°43°54.0"S 047°53°30.5"W; 1165m)

Planaltina, DF (15°34'32.0"S 047°36'29.8"W; 1036m)

Guapo, GO (16°51'12.1"S 49°35'32.1"W; 810m)

Rio Verde, GO (17°52°21.5"S 50°57°48.9"W; 701m)

Rio Verde, GO (18°09°53.0"S 51°05°54.2"W; 623m)

Aparecida do Rio Doce, GO (18°14°37.3"S 51°16°02.8"W; 590m)
Jatai, GO (18°06°04.2"S 51°29°25.0"W; 690m)

Indiara, GO (17°12°21.2"S 50°06°00.9"W; 510m)

Guap6, GO (16°49°01.5"S 49°31°51.6"W; 688m)

Gramado, RS (29°21°40.9”S 50°51°11.4”W; 1013m)

Sédo Francisco de Paula, RS (29°26°37”S 050°36°21”W; 907m)
Alto Paraiso de Goids, GO (14°08'12.1"S 47°42'57.3"W; 1208m)
Alto Paraiso de Goias, GO (14°00'10.55"S 47°31'14" W; 1470 m)
Guara, DF (15°49°58.4”’S 47°57°53.3”W; 1047m)

Mineiros, GO (18°15°32.0”S 52°53'22.3”W; 781m)

Grande Sertdo Veredas, MG (15°24°23.5"S 45°55'0.6"W; 816m)
Porto Alegre, RS (29°51°18.9”’S 050°56°54.0”W; 55m)

Porto Alegre, RS (29°50°11.8”S 050°54°34.2”W; 35m)

Sédo Francisco de Paula, RS (29°27°35.1”°S 050°36°51.2”W; 912m)
Piratini, RS (31°17°28.0”S 052°47°16.0”W; 403m)

Cambaré do Sul, RS (29°04'46.5"S 50°10'38"W; 1031m)
Ubirici, SC (28°03'9.7"S 49°22'42.6"W; 980m)

Brasilia, DF (15°55'51.4"S 47°54'02.1"W; 1044m )

Bom Jesus, RS (28°41'38.5"S 50°26'14.1"W; 1046m)

Bom Jesus, RS (28°38'9.9"S 50°28'8.8"W; 1046m)

Bom Jesus, RS (28°42'1.8"S 50°14'3.6"W; 1046m)

03/06/2009
03/06/2009
23/07/2009
24/07/2009
24/07/2009
25/07/2009
12/12/2009
12/12/2009
18/12/2009
18/12/2009
20/01/2010
05/02/2010
06/02/2010
06/02/2010
06/02/2010
06/02/2010
07/02/2010
07/02/2010
19/12/2010
19/12/2010
14/02/2011
15/02/2011
24/02/2011
11/03/2011
12/04/2011
19/05/2011
19/05/2011
19/05/2011
20/05/2011
28/02/2010
03/03/2010
25/11/2011
14/01/2009
14/01/2009
14/01/2009

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
G

— coleta de Graciano-Ribeiro; W — coleta de Welker.
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Tabela 2. Comprimentos (um) das células epidérmicas e medidas morfol6gicas (cm) do colmo das espécies de Saccharum analisadas. Médias +
desvios-padrdes; letras diferentes em uma mesma coluna significam diferencas estatisticas (p < 0.05).

C. longa C.silicificada C. estomatico Espinho Microtricoma Macrotricoma  Diametro Entrend Parede Total
S.villosum 146.96+37.83°  15.96+3.49°  31.50+4.56* 32.52+13.82%  70.07+£19.9° 353.55+217.88° 0.71+0.178 38.7+£9.32% 0.23+0.08% 265.32+55.59?
S.sp 158.88+34.48°  14.24+3.11°  41.33+2.34> 37.11+3.05%° 87.29+14.34° 335.17+32.81* 0.87+0.08" 60.4+3.54° 0.40+0.04° 474.8+21.83"

S.angustifolium 142.08+23.65°  13.64+2.15°  35.49+5.32°  39.48+8.07° 117.53+24.1° 196.08+182.24° 0.58+0.12° 29.06+4.58° 0.23+0.06® 188.62+15.74°
S.asperum 188.21+31.12°  10.56+4.98°  32.09+3.287 16.48+22.86° 48.04+48.95° 77.90+156.26° 0.57+0.20% 33.55+5.08¢ 0.24+0.1* 203.28+39.47°

Tabela 3. ProporcGes de tecidos no colmo das espécies de Saccharum analisadas. Médias + desvios-padrdes; letras diferentes em uma mesma
coluna significam diferencas estatisticas (p < 0.05).

Regido Periférica Regido Intermediéria Regido Central
Fibra Vascular  Parénquima Fibra Vascular ~ Paréngquima  Vascular  Parénquima
S.villosum 0.68+0.13* 0.13+0.03* 0.18+0.11* 0.11+0.12% 0.13+0.042 0.74+0.13* 0.21+0.02®  0.78+0.022
S.sp 0.62+0.01% 0.14+0.012  0.24+0.01% 0.12+0.01% 0.14+0.01% 0.74+0.01* 0.11+0.01°  0.88+0.01°
S.angustifolium  0.73+0.07° 0.09+0.03®  0.19+0.09® 0.38+0.20° 0.14+0.01*  0.48+0.20° 0.11+0.03° 0.9+0.03"
S.asperum 0.64+0.12° 0.14+0.03% 0.22+0.10° 0.23+0.14° 0.14+0.05" 0.63+0.18° 0.10+0.02°  0.90+0.02°
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Figura 1. Vista frontal da epiderme do colmo. a S. villosum (179). b S. angustifolium
(227). c S. asperum (10696). d S. asperum (312). e S. asperum (316). f S. villosum
(186). Notam-se os diferentes tipos celulares, com tamanhos e frequéncia distintos,
complexos estométicos e tricomas restritos & zona intercostal. Abreviagdes: ce
complexo estomatico; ci célula interestomatica; cl célula longa; e espinho; g gancho; ma
macrotricoma; mi microtricoma; si célula silicificada; zc zona costal; zi zona
intercostal; * células na base dos macrotricomas.
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Figura 2. Vista frontal da epiderme do colmo. a S. angustifolium (227). b S.
angustifolium (10683). c¢ S. asperum (295). d S. asperum (260). Notam-se os diferentes
tipos celulares, em maior aumento. Abreviacfes: ce complexo estomatico; ci célula
interestomatica; cl célula longa; e espinho; g gancho; mi microtricoma; si célula
silicificada; su célula suberosa.

Silvia Dias da Costa Fernandes



Caracterizagdo Estrutural e Bioquimica do Colmo das Espécies Brasileiras do Género Saccharum L. (Poaceae) 68

+
.
1
4
1
=
1
|
1
]
1
|
4

Figura 3. Epiderme do colmo sob microscopia eletrdnica de varredura. a S. sp (239). b
S. angustifolium (279). c S. asperum (280). d S. asperum (312). e S. villosum (180). f S.
villosum (219). Ocorre diversidade morfologica dos espinhos e células silicificadas,
além de densidade distinta de tricomas. Abreviacdes: ce complexo estomatico; cl célula
longa; e espinho; ma macrotricoma; mi microtricoma; si célula silicificada; zc zona

costal; zi zona intercostal.
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Figura 4. Secc0es transversais do colmo. a aspecto geral de S. villosum (236). b detalhe
da regido periférica de S. asperum (260). ¢ detalhe da regido periférica de S. asperum
(10683). d detalhe da regido periférica de S. villosum (199). e feixes na regido central de
S. asperum (295). f detalhe do feixe da regido central de S. asperum (10683). Observa-
se epideme uniestratificada, diferentes proporcdes de parénquima e esclerénquima no
cortex e feixes vasculares revestidos por bainha unica. Abreviacdes: bf bainha do feixe
vascular; ce complexo estomatico; ep epiderme; f fibras; fl floema primario; fv feixe
vascular; Ix lacuna do protoxilema; pc parénquima clorofiliano; pf parénquima
fundamental; rc regido central; ri regido intermediaria; tf traco foliar; x elemento de
vaso do metaxilema.
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Figura 5. Dendograma gerado a partir da analise de agrupamento das medias
padronizadas das varidveis das diferentes espécies de Saccharum, a medida de
similaridade entre as populagdes foi “linkage distance” e o algoritmo foi UPGMA.
Principais grupos: A maiores medidas morfoldgicas do colmo e maiores complexos
estomaticos; B auséncia de micro e macrotricomas; C presenca de microtricomas; C:
maiores complexos estomaticos e menores macrotricomas; C> menores complexos
estomaticos e maiores macrotricomas.
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7. CAPITULO 3°

“Para este capitulo seguiram-se as normas do periddico Life Sciences.
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Parede celular e teores de carboidratos ndo estruturais, lignina e silicio em colmos

das espécies brasileiras de Saccharum L. (Poaceae)

Resumo

A cana-de-aclcar é uma importante cultura da familia Poaceae, devido a sua
capacidade de acumular alta concentragdo de sacarose nos seus colmos, ao inves do
amido, considerado uma forma importante de reserva, mas que promove a perda ou a
producdo ineficiente de acucar quando presente nos colmos de cana-de-acgUcar. Outras
substancias que interferem na qualidade desta cultura sdo lignina e silica, ambas
relacionadas com a resisténcia vegetal, mas que limitam o uso como ragdo animal, pois
dificultam a digestdo, além disso a extracdo da lignina para producdo de
biocombustiveis € um processo oneroso. Este trabalho teve como objetivo analisar a
estrutura da parede celular e dos teores de carboidratos ndo estruturais, lignina e silicio
em colmos das espécies brasileiras de Saccharum (S. angustifolium, S. asperum e S.
villosum) para auxiliar a implementacdo de novas estratégias de melhoramento da
cultura da cana-de-acucar. Os colmos das 3 espécies nativas de Saccharum apresentam
baixa concentragdo de amido. Saccharum asperum € a espécie que possui maior
quantidade de carboidratos soltveis. Ndo ha diferencas significativas quanto aos teores
de lignina soluvel, ja quanto a lignina insolavel, S. villosum é a espécie com menor
quantidade deste composto. O teor de silicio ocorre em ordem decrescente em S.
villosum, S. angustifolium e S. asperum. Saccharum asperum e S. villosum apresentam
maior espessura e quantidade de camadas nas paredes secundarias das fibras,
consequentemente sdo as espécies com maior resisténcia nos colmos.

Palavras-chave: acUcares soluveis, amido, cana-de-acucar, caule, silica

Introducéo

Como uma das maiores familias de angiospermas, as gramineas (Poaceae) sao
de particular interesse ao homem por incluir espécies importantes na alimentacao
humana como Triticum aestivum L. (trigo), Zea mays L. (milho), Oryza sativa L. (arroz)
e Saccharum officinarum L. (cana-de-acucar). Incluem também espécies forrageiras,
como Urochloa decumbens (Stapf) Webster (braquiaria) e Megathyrsus maximus (Jacq.)

B.K. Simon & S.W.L. Jacobs (capim-colonido), fontes principais de alimentacéo para o
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gado. Além disso, diversos membros da familia sdo dominantes ecoldgicos, cobrindo
cerca de 20% da superficie terrestre (Kellogg 2001).

A cana-de-aclcar € uma importante cultura desta familia, sua utilizacdo para
producdo de etanol no Brasil, desde a década de 1970, € o melhor exemplo de incentivo
a energias renovaveis (Goldemberg 2007). E mundialmente a cultura lider em termos
energéticos, devido a sua capacidade de armazenar alta concentragcdo de sacarose nos
colmos, mas existe variabilidade entre as cultivares em relacdo a quantidade de
fotoassimilados que é utilizada para o crescimento e aquela que sera armazenada como
sacarose ou amido (Verma et al. 2013). O amido € considerado como a forma mais
importante de reserva nas plantas em termos de quantidade produzida, distribuigéo entre
as diferentes espécies e importancia comercial (Zeeman et al. 2004). No entanto, a
presenca de amido nos colmos de cana-de-agUcar aumenta a viscosidade, inibe a
cristalizacdo e representa perda de sacarose no melago, o que pode promover perda ou

producdo ineficiente em usinas de acucar (Figueira et al. 2011).

Esta cultura ndo sé acumula grandes quantidades de sacarose nos colmos, como
também produz grande biomassa lignocelulésica (Casu et al. 2007), o bagaco, que pode
ser pré-tratado para a extracdo de lignina para que a celulose seja hidrolisada e libere
glicose, que por sua vez é fermentada e convertida em etanol de segunda geracdo
(Rabelo et al. 2011). Entretanto, a resisténcia das paredes celulares, devido
principalmente & presenca de lignina € ainda um grande obstaculo para a utilizacéo do
bagaco como fonte para os biocombustiveis (Vanholme et al. 2010), uma vez que o
processo de extracdo é oneroso e muitas vezes requer altas temperaturas (Kiyota et al.
2012). Melhorias nesses pré-tratamentos estdo sendo desenvolvidas, porém a engenharia
genética de plantas tem sido uma outra abordagem, alterando a composicéo da lignina e
seu contetdo nas plantas (Mansfield 2009).

A lignina esta envolvida no suporte mecanico, resisténcia ao estresse, pragas e
doengas (Bhuiyan et al. 2009), ndo podendo ser simplesmente eliminada ou
drasticamente reduzida nas plantas. Mas o seu elevado teor, além de dificultar a
producdo de biocombustiveis, limita o0 seu uso como ragdo animal (Kiyota et al. 2012).
Problemas de digestibilidade também podem ser ocasionados por alta concentracdo de
silicio, que é particularmente abundante nas paredes celulares das gramineas,

principalmente em células especializadas da epiderme (Parry et al. 1984).
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De acordo com Nassar et al. (2008), a utilizagdo de hibridos entre as cultivares e
as espécies nativas ndo cultivadas relacionadas é uma das maneiras de alcangar o
progresso no setor agropecuario, uma vez que a introducdo de novos germoplasmas
pode promover desenvolvimento e melhoria nas cultivares de cana-de-acucar (Tai &
Miller 2002). Além de S. officinarum, no Brasil ocorrem S. angustifolium (Nees) Trin.,
S. asperum (Nees) Steud. e S. villosum Steud. (Filgueiras et al. 2010), porém as
informacdes sobre essas espécies nativas sdo escassas ou até mesmo ausentes, 0 que
dificulta a distincdo entre elas, ou a possivel utilizacdo em programas de melhoramento
para a cultura. Assim, o conhecimento acerca da estrutura da parede celular e dos teores
de carboidratos ndo estruturais (sollveis e amido), lignina e silicio em colmos das
espécies brasileiras de Saccharum faz-se necessario, pois podera auxiliar a

implementacao de novas estratégias para aprimorar a cultura da cana-de-agucar.

Material e Métodos

As coletas foram feitas apenas em populaces que estavam em estagio fertil,
permitindo a identificacdo das espécies. O material foi incorporado no herbario da
Universidade de Brasilia (UB), sendo que cada populacéo analisada foi identificada pelo
seu numero de coleta. Amostras da regido mediana dos 2° e 3° entrends foram obtidas
de trés populacdes de S. angustifolium (227, 279 e 281, todas oriundas do Rio Grande
do Sul), trés de S. asperum (280 do Rio Grande do Sul, e 316 e 317 do Distrito Federal)
e trés de S. villosum (210 e 254 de Goiés, e 226 do Rio Grande do Sul). Para cada
protocolo utilizado, houve diferentes formas de preservacao do material coletado.

Para a quantificacdo dos carboidratos ndo estruturais e da lignina, as amostras
dos colmos foram congeladas e liofilizadas durante 48h, posteriormente foram
pulverizadas em moinho de facas até as particulas estarem reduzidas para passarem em
peneira de 40 mesh. Os carboidratos soltveis foram extraidos com etanol 80% a 80°C
(trés vezes) e determinados pelo método do fenol-sulfurico de Dubois et al. (1956). A
concentracdo de amido foi medida a partir dos peletes obtidos com a extracdo dos
carboidratos soluveis, seguindo o método enzimatico descrito por Amaral et al. (2007).

O teor de lignina soltvel em éacido sulfarico foi determinado de acordo com
Ehrman (1996). Apos a extragdo da lignina solivel, obteve-se o residuo que contém
lignina insolvel em &cido e proteinas condensadas a partir da amostra inicial. Assim, 0s
valores referentes a lignina insolUvel ndo representam apenas este composto, mas como
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0 objetivo foi realizar analise comparativa entre as espécies, pode-se aplicar 0 processo
proposto por Ehrman & Templeton (1995), ndo sendo necessaria uma analise de
nitrogénio para determinar o teor de lignina insoltvel em separado a partir da fracdo de
proteina.

O conteudo de cada composto foi calculado em relagdo a massa seca da amostra.
Usou-se o delineamento inteiramente casualizado, onde foram feitas andlises de
variancia, com poés-teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade com auxilio do
programa Statistica 8.0 (Hill & Lewicki 2007).

Para a microscopia eletronica, as amostras foram fixadas em Karnovsky (1965).
Para a analise de silicio nas células epidérmicas dos colmos, as amostras foram
desidratadas em série acetdnica, secas ao ponto critico, cobertas com carbono e expostas
ao coletor de raios-X (SDD) EDS acoplado ao microscépio eletrénico de varredura
JEOL JEM 840. Para a visualizacdo das paredes celulares das fibras ao redor dos feixes
vasculares localizados no centro do colmo, as amostras foram contrastadas in block com
acetato de uranila, desidratadas em série acetdnica, infiltradas e inclusas em resina Spurr
(Bozzola & Russel 1992), sendo os cortes ultrafinos (90nm) examinados em

microscopio eletronico de transmissdo JEOL JEM 1011.

Resultados e Discussao

Carboidratos n&o estruturais e lignina

Nas plantas os carboidratos podem ser encontrados como numerosos glicosideos
requeridos para a sintese de outros metabdlitos, reserva energética, além de constituintes
estruturais da parede. Os colmos das 3 espécies nativas de Saccharum apresentam baixa
concentracdo de amido em comparacao a concentracdo dos carboidratos soltveis (Tab.
1). Mesmo se tratando de espécies nativas, que nao passaram por processos de
melhoramento genético, foi observada maior reserva energética sob forma de
carboidratos soluveis.

Um dos principais objetivos em programas de melhoramento de cana-de-agucar
€ 0 aumento do teor de agUcares soluveis, o0 que gera alto retorno econdmico a canaviais
e engenhos. Além da escala Brix, pode-se estimar a concentracdo de sacarose pelo teor

de acucares sollveis (Jackson 2005). A estimativa da concentracdo de sacarose €
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importante pelo fator econdmico e por esta molécula servir de base para construcéo de
outros carboidratos de reserva, como o amido.

O amido é o segundo principal carboidrato em plantas, mas o seu sitio de
deposicéo difere do da sacarose, sendo em cloroplastos nas folhas e em amiloplastos nos
tecidos ndo fotossintetizantes, como parénquima de raizes e caules, tubérculos,
endosperma ou cotilédones de sementes (Amaral et al. 2007). Esta reserva ¢ mais
abundante nas folhas e nas regides de crescimento em cana-de-agicar, mas também
pode ser encontrada nos colmos, tanto que varios produtos da cultura apresentam amido
na sua composicao (Figueira et al. 2011).

Saccharum angustifolium €é a espécie que possui mais amido e,
consequentemente, menos carboidratos soluveis. Existe uma relacdo dindmica ativa do
fluxo de agUcares entre 0 amido e a sacarose, mas a transferéncia destes nédo €é direta e
envolve diversos processos enzimaticos (Avigad & Dey 1997). Saccharum asperum é a
espécie que possui maior quantidade de carboidratos sollveis, apesar da concentracdo
de acUcares sollveis ser geralmente inversamente proporcional a de amido, o teor de
amido desta espécie ndo difere de S. villosum (Tab. 1).

A qualidade das forragens, ou o possivel uso para producéao de etanol de segunda
geracdo, esta diretamente ligada as caracteristicas da organizacao estrutural, entdo além
dos carboidratos de reserva, é necessaria a analise das paredes celulares. A parede
celular das Poales, ordem a qual pertence Saccharum, é do tipo Il, geralmente pobre em
pectinas e proteinas estruturais, mas sdo ricas em compostos fenolicos, como a lignina
(Carpita & McCann 2000). Segundo Vogel (2008), a lignina compreende uma porcao
substancial da parede celular secundaria das gramineas e essencialmente preenche os
poros entre os polissacarideos. Os dados obtidos nas trés espécies de Saccharum
confirmam a grande quantidade de lignina citada, principalmente a lignina insolGvel,
cuja quantidade representa o triplo da quantidade de amido (Tab. 1).

Ao contrario dos outros componentes da parede celular da biomassa, a lignina é
mais insoltvel em &cidos minerais, podendo ser analisada por métodos gravimétricos
apos a hidroélise da celulose e hemicelulose, obtendo-se a lignina soluvel (Ehrman &
Templeton 1995). Nas espéecies brasileiras de Saccharum ndo houve diferencas
significativas quanto aos teores de lignina soltvel (Tab. 1).

As espécies que apresentaram maior propor¢do de lignina insoltvel foram S.
angustifolium e S. asperum, diferindo significativamente de S. villosum, espécie com
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menor quantidade deste composto (Tab. 1). De acordo com Silva et al. (2005),
cultivares da mesma espécie e espécies de mesmo género podem apresentar incrementos
de lignina diferenciados, o que influencia na digestibilidade da forragem e resisténcia do
vegetal.

Como mencionado na introdugdo, a presenca de lignina é ainda um grande
obstaculo para a utilizagdo do bagaco como fonte para os biocombustiveis (Vanholme et
al. 2010), outro fator negativo da presenca de lignina e do espessamento das paredes
celulares € o menor aproveitamento de energia disponivel nas forragens tropicais,
porque 0s microrganismos que habitam o rimen de alguns herbivoros possuem a
capacidade de digerir a celulose e ndo a lignina (Silva et al. 2005). No entanto, a
lignificacdo pode proporcionar um aumento na resisténcia das paredes a acdo de
enzimas degradadoras, impedir a difusdo de toxinas do patdgeno em direcdo ao
hospedeiro, impedir a difusdo de nutrientes da planta hospedeira em diregdo ao
patégeno e restringir a colonizacdo por patégenos (Pascholati & Leite 1995).

Silicio

Em vista frontal, sob microscopia eletrénica de varredura, é possivel visualizar a
epiderme composta por celulas longas, silicificadas, complexos estomaticos e tricomas,
estes podendo ser do tipo espinho, gancho, microtricoma, ou macrotricoma (Fig. 1A-F).
As trés espécies ndo sdo caracterizadas por tipos celulares distintos, diferentes
populacbes de uma mesma espécie podem apresentar todas as células mencionadas ou
carecer de tricomas, apenas espinhos e ganchos estdo sempre presentes. As principais
diferencas estdo na densidade e tamanho das células.

Nas espécies nativas de Saccharum, a distribuicdo de silicio ndo € uniforme,
podendo estar presente em diferentes células, ndo apenas nas silicificadas, mas também
nas subsidiarias, espinhos e ganchos (Fig. 1D-F). Sakai & Sanford (1984) analisando
cultivares de cana-de-acucar, também verificaram presenca de silicio em diferentes
tipos celulares nas folhas, inclusive nos macro e microtricomas, diferindo das espécies
nativas analisadas aqui, uma vez que a menor proporcao de silicio é nos macrotricomas
(Fig. 1E).

O silicio é absorvido pelas raizes na forma de acido monosilicico, seu transporte
é via xilema e pode ser regulado pela transpiracdo, sendo depositado principalmente nas
paredes das células da epiderme (Rodrigues et al. 2011). Motomura et al (2000)
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afirmam que varios fatores estdo associados a deposi¢éo de silicio nas plantas, como pH
e disponibilidade de nutrientes no solo. Apesar da comprovada influéncia ambiental, a
quantidade de silicio foi similar entre diferentes populacdes de uma mesma espécie, e
diferente entre as especies, independente da regido geogréafica de origem, ocorrendo em
ordem decrescente em S. villosum, S. angustifolium e S. asperum (Fig. 1G-1).

A presenca de silicio nas espécies nativas de Saccharum ¢ interessante em
termos de melhoramento da cultura da cana-de-acucar, ja que a acumulacdo de silicio
em diversas culturas pode resultar em aumento da produtividade provavelmente devido
a reducdo da transpiracdo e aumento da resisténcia a doencas e pragas (Braga et al.
2009) e ao acamamento (Rodrigues et al. 2011). Além disso, Reynolds et al (2009)
verificaram que a acdo do silicio sobre os insetos herbivoros pode gerar desgaste da
mandibula, reducdo no crescimento e na reproducdo desses insetos, efeitos associados a
reducdo dos danos para a cultura. No entanto, em se tratando de forragicultura, a
degradacdo por microrganismos ruminais em bovinos é muito reduzida em células
silicificadas (Silva et al. 2005).

Paredes celulares

As paredes celulares sdo constituidas por numerosos grupos de carbono
organico, variam enormemente em suas composicdes e propriedades fisicas,
dependendo do tipo de célula e das espécies de plantas (Souza et al. 2010). No entanto,
todas as plantas possuem uma composicao basica semelhante nas suas paredes celulares,
microfibrilas de celulose dispostas em uma matriz, que é composta principalmente de
polissacarideos ndo celuldsicos com uma variedade de estruturas diferentes, como
proteinas estruturais, glicoproteinas, e compostos fendlicos, incluindo a lignina (Harris
& Smith 2006).

Os teores de lignina insolivel apresentados anteriormente foram distintos entre
algumas espécies de Saccharum, o que esta de acordo com Harris & Smith (2006), uma
vez que cada espécie possui tipos celulares diferentes, o que faz com que a composi¢ao
da matriz varie e, além disso, as paredes do mesmo tipo celular em diferentes grupos de
plantas podem ter composicdes distintas dos polissacaridos da matriz.

Independente da complexidade dos tipos de parede, dois tipos sdo reconhecidos,
priméaria e secundaria. A parede priméaria é relativamente ndo especializada e é similar
na arquitetura molecular em todos tipos de células, embora a sua ultraestrutura possa
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variar amplamente. A parede celular secundaria se deposita geralmente apds a parada do
crescimento, podendo se tornar altamente especializada na estrutura e composicao,
refletindo o estado diferenciado da célula (Mauseth 1988).

A observacdo da parede celular das fibras adjacentes aos elementos de vaso do
metaxilema das espécies nativas de Saccharum (Fig. 2A), sob microscopia eletrdnica de
transmissdo, permitiu verificar a comunicagdo via pontoagdes (Fig. 2B-C), espagos
intercelulares com ou sem contetido aparente (Fig. 2C-E), além de distinguir as camadas
correspondentes a lamela média, parede primaria e parede secundaria, esta ultima com
distingdo de camadas adicionais (Fig 2D-F). De acordo com Gritsch & Murph (2005),
nas paredes secundarias estruturais pode haver nimero distinto de camadas que diferem
entre si pela composicdo quimica, mas principalmente pela orientacdo das microfibrilas
de celulose, sendo que esta estrutura laminada aumenta sensivelmente a resisténcia
dessas paredes.

As camadas adicionais de parede secundaria foram observadas em S. asperum
(Fig. 2E) e S. villosum (Fig. 2F), mas ndo em S. angustifolium (Fig. 2D). Cesarino et al.
(2012) verificaram que em cana-de-acUcar a espessura da parede secundaria das fibras é
diretamente proporcional ao grau de maturagdo, entretanto, todas as amostras de
Saccharum foram padronizadas, retiradas dos 2° e 3° entrends apenas de individuos em
estagio de floracdo. Assim, nossos resultados estdo de acordo com Emons & Mulder
(2000), que afirmam que o padrdo formado pelas microfibrilas de celulose nas paredes,
além de ser especifico do tipo celular e do estagio de desenvolvimento, é variavel entre
espécies.

Segundo Gritsch & Murph (2005), um dos principais determinantes das
propriedades de resisténcia dos colmos é a quantidade de camadas multiplas nas paredes
secundarias, que se da devido a alternancia da orientacdo das microfibrilas de celulose.
Desta maneira, S. asperum (Fig. 2E) e S. villosum (Fig. 2F) por apresentarem maior
espessura e quantidade de camadas nas paredes secundarias das fibras, sdo as espécies

com maior resisténcia quando comparadas a S. angustifolium (Fig. 2D).

Concluséo

Os colmos das 3 espeécies nativas de Saccharum apresentam baixa concentragédo
de amido em comparagdo & concentragcdo dos carboidratos soltveis. Os dados obtidos
mostram que S. villosum apresenta a maior quantidade de caracteristicas desejaveis para
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melhoria da cultura da cana-de-agUcar, como espessura da parede secundaria das fibras,
baixos teores de amido e lignina insolivel, além do alto teor de silica, que pode ser

interpretado como resisténcia a doencas e pragas.
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Tabela 1. Teores de carboidratos ndo estruturais e lignina (mg/g) nos colmos das 3

espécies nativas de Saccharum.
Amido  Carboidratos solveis Lignina soluvel

Lignina insoluvel

Espécie
S. angustifolium 19,73+1,75° 49,41+6,25° 6,08+0,60? 65,55+2,29°
S. asperum 17,55+0,80° 74,82+4,60° 7,271,232 66,38+2,34
S.villosum 16,48+1,50° 62,48+11,65° 7,13+1,49% 59,33+6,58?

Médias e desvios-padrdes; letras diferentes em uma mesma coluna significam

diferengas ao nivel de 5%.
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Figura 1. Microscopia eletrénica de varredura; S. villosum (A, D, G); S. angustifolium
(B, E, H) e S. asperum (C, F, I). (A, B, C) Superficie da epiderme dos colmos
mostrando complexos estomaticos (ce), células longas (cl), células silicificadas (cs),
espinho (e), gancho (g) e macrotricoma (ma). (D, E, F) Analise dos campos anteriores
com coletor de raios-X, a intensidade da cor é diretamente proporcional a concentragdo
de silicio. (G, H, 1) Respectivos gréaficos obtidos com a quantificacdo do elemento
silicio (Si).

Figura 2. Microscopia eletronica de transmisséo; S. villosum (A, F); S. asperum (B, C,
E) e S. angustifolium (D). (A) Regido do feixe vascular mostrando elemento de vaso
(ev) e fibras (f). (B) Pontoacdo (p) entre duas fibras. (C) Detalhe da pontoacgdo (p) e
espaco intercelular (¢) sem contetdo aparente. (D) Parede celular priméria (pl) com
lamela média correspondendo a linha escura mais elétron densa, parede celular
secundaria (p2) e espacgo intercelular preenchido. (E) Parede celular primaria e
secundaria, esta com estratificacdo clara e escura correspondendo a diferentes arranjos
das microfibrilas de celulose, e espaco intercelular sem contetdo aparente. (F) Parede
celular primaria e secundaria, esta com espessura consideravel.
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8. CAPITULO 4°

“Para este capitulo seguiram-se as normas do periddico Scientia Agricola.
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Anatomia e bioquimica dos colmos de duas cultivares brasileiras de cana-de-
agucar (Saccharum officinarum spp.).

RESUMO: Devido a sua posicao de destaque na economia global, a cultura da cana-de-
acucar é constantemente estudada em programas de melhoramento e a anatomia vegetal
é usada por melhoristas para o desenvolvimento desta cultura, sendo Util as préticas
agrondmicas. Este estudo teve como objetivo investigar as estruturas anatdbmicas e
verificar os teores de carboidratos ndo estruturais, lignina e silicio nos colmos de duas
cultivares brasileiras de cana-de-agucar (Saccharum officinarum spp., RB 86-7515 e SP
79-1011), relacionando os resultados com caracteristicas agronémicas. Foram feitas
laminas de amostras paradérmicas e sec¢des transversais para comparar as medidas dos
diferentes tipos celulares da epiderme e espessura dos tecidos, bem como anélises em
microscopia eletronica de transmissdo e varredura. As diferengas anatémicas e
bioquimicas entre as cultivares podem explicar caracteristicas relacionadas a
produtividade e que sdo vantajosas para a cultura. RB 86-7515 destaca-se em relacdo a
SP 79-1011 pelas paredes espessadas das células epidérmicas, maior densidade de
feixes vasculares, alta quantidade de silicio, maior concentracdo de lignina insoltvel e
de carboidratos sollveis, confirmando pelos resultados obtidos, 0 maior uso da cultivar
RB 86-7515 nos canaviais brasileiros.

Palavras-chave: Saccharum, variedades, carboidratos ndo estruturais, lignina, silicio

Introducéo

As espécies de Saccharum L. envolvidas no desenvolvimento das atuais
cultivares de cana-de-actcar sdo originarias do sudeste da Asia, foram introduzidas no
Brasil no século XVI e, desde entdo, esta cultura tem sido importante para a economia
do pais, seu maior produtor (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011). Trata-se de uma das
mais importantes culturas no Brasil, podendo ser usada como matéria-prima para
diversos produtos, como etanol, que se tornou destaque nos ultimos anos devido ao seu
uso como combustivel renovavel (Ravaneli et al., 2006).

Devido a sua posicdo de destaque na economia global, esta cultura esta
constantemente em programas de melhoramento, que tém como objetivo introduzir
caracteristicas de interesse agronémico. O sucesso da produtividade estd ligado ao
desenvolvimento de cultivares adaptadas a diferentes regides, a fim de superar 0s
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problemas ligados a ataque de pragas e resisténcia a doencas, além de melhorar suas
caracteristicas industriais. Além da propor¢cdo de carboidratos ndo estruturais,
substancias de maior interesse nesta cultura, e de compostos relacionados a resisténcia
vegetal, como lignina e silicio, a compreensdo acerca da anatomia vegetal € util as
praticas na agricultura, especialmente para a propagacdo vegetativa, adaptacdo
ambiental e defesa contra patégenos (Silva et al., 2005).

Nassar et al. (2010) também afirmaram que o estudo anatdbmico é uma
ferramenta utilizada pelos melhoristas para detectar variedades tolerantes a seca ou
resistentes a pragas, promovendo o desenvolvimento da cultura; a presenca de silica em
Orgdos aéreos, por exemplo, pode promover tanto a resisténcia a patdgenos como a
reducdo da transpiracdo (Epstein, 2009).

Um dos primeiros trabalhos sobre a anatomia de cana-de-acUcar foi de
Artschwager (1925), que estudou os oérgdos vegetativos de S. officinarum,
posteriormente outros trabalhos mencionaram a anatomia deste grupo (Metcalfe, 1960;
Hussain et al., 2004; Evert, 2006), mas ndo houve aplicacdo taxonémica ou relacdo com
as caracteristicas vantajosas para a cultura. Assim, este estudo tem como objetivo
investigar as caracteristicas anatdmicas, bem como verificar a estrutura da parede
celular, teores de silicio, lignina, e carboidratos ndo estruturais dos colmos de duas
cultivares brasileiras de cana-de-acucar, RB 86-7515 e SP 79-1011, para relacionar com
as caracteristicas de resisténcia e producdo, além de fornecer informac6es para trabalhos

futuros acerca desta cultura.

Material e Métodos

As cultivares escolhidas foram RB 86-7515 e SP 79-1011, ambas pertencem aos
grupos mais cultivados no Brasil, além de serem mais antigas e encontradas em muitos
canaviais. RB 86-7515 é mais tolerante a ferrugem, em consequéncia disto, tem sido
mais utilizada que SP 79-1011 (Alonso, 2009).

As amostras foram coletadas da area experimental da EMBRAPA Cerrados
(Planaltina, DF), sendo que ambas haviam sido plantadas ha mesma época e submetidas
aos mesmos tratos culturais. Foram analisadas as regides medianas dos 2 ° e 3° entrenos
obtidas de cinco individuos de cada cultivar. As amostras paradérmicas foram obtidas
com solugédo de Franklin e coradas com azul de metileno 1% (Kraus & Arduin, 1997).
As seccOes transversais foram feitas em micrétomo de mesa, clarificadas e coradas com
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azul de alcian e safranina 1% (Luque et al., 1996). As laminas foram montadas com
resina sintética (Paiva et al., 2006).

As fotomicrografias foram feitas em microscopio Olympus CX 31 acoplado a
camera digital. A avaliacdo quantitativa das estruturas foi feita com o auxilio do
programa Image-Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics, 2009). Nas amostras paradérmicas
foram medidos comprimento e largura dos diferentes tipos celulares, nas seccOes
transversais foram medidos didmetro total, espessuras da epiderme, exoderme,
parénquima cortical, endoderme e calota de esclerénquima dos feixes vasculares, alem
dos comprimento, largura e densidade dos feixes vasculares centrais.

Para a quantificagdo dos carboidratos ndo estruturais e da lignina, amostras
frescas de trés individuos por cultivar foram congeladas e liofilizadas durante 48h,
posteriormente foram pulverizadas em moinho de facas até as particulas estarem
reduzidas para passarem em peneira de 40 mesh. Os carboidratos sollveis foram
extraidos com etanol a 80% a 80°C (trés vezes) e determinados pelo método do fenol-
sulfurico de Dubois et al. (1956). O amido foi medido nos peletes obtidos com a
extracdo dos carboidratos soluveis, seguindo o método enzimatico descrito por Amaral
et al. (2007). O teor de lignina insoltvel foi determinado de acordo com Templeton &
Ehrman (1995), e o de lignina solGvel seguiu Ehrman (1996). O contetdo de cada
composto foi calculado em relacdo a massa seca da amostra.

Usou-se o delineamento inteiramente casualizado. Para cada varidvel anatdbmica
foi feito um total de 25 repeticGes, cinco para cada um dos cinco individuos por cultivar.
Para os teores de carboidratos ndo estruturais e de lignina foram feitas trés repeticoes
para cada um dos trés individuos por cultivar, totalizando nove repeticdes. As médias
foram comparadas por teste-T (p < 0.05), usando o programa Statistica 8.0 (Hill &
Lewicki, 2007).

Para a microscopia eletronica, as amostras foram fixadas em Karnovsky (1965).
Para a andlise de silicio nas células epidérmicas, as amostras foram desidratadas em
série acetdnica, secas ao ponto critico, cobertas com carbono e expostas ao coletor de
raios-X (SDD) EDS acoplado ao microscopio eletrénico de varredura JEOL JEM 840.
Para a visualizacdo das paredes celulares das fibras ao redor dos feixes vasculares
centrais, as amostras foram contrastadas in block com acetato de uranila, desidratadas

em série acetbnica, infiltradas e inclusas em resina Spurr (Bozzola & Russel 1992),

Silvia Dias da Costa Fernandes



Caracterizacéo Estrutural e Bioquimica do Colmo das Espécies Brasileiras do Género Saccharum L. (Poaceae) 92

sendo o0s cortes ultrafinos (90 nm) examinados em microscépio eletrdnico de
transmissdo JEOL JEM 1011.

Resultados e Discussao
Microscopia Optica

A epiderme do colmo, em vista frontal, é uniforme, ndo havendo distingdo entre
zonas costal e intercostal (Figuras 1A-B). Ocorrem células epidérmicas longas, células
silicificadas, células suberosas e complexos estomaticos. As células epidérmicas longas
apresentam paredes sinuosas, em RB 86-7515 as paredes celulares s&o mais espessadas,
especialmente nas regibes de contato com as células silicificadas. Segundo Evert
(2006), paredes mais espessadas nas células epidérmicas sdo responsaveis pela
diminuicdo da perda hidrica.

RB 86-7515 possui células silicificadas halteriformes, enquanto SP 79-1011
também possui o tipo cruciforme (Figuras 1A-B). De acordo com Prychid et al. (2004),
esses tipos celulares ocorrem em folhas de muitos grupos de monocotileddneas, mas
podem ser encontrados em todos os 6rgdos e podem ter diferentes tamanhos e formatos
em espécies distintas.

As células suberosas sao maiores que as silicificadas (Tabela 1), em SP 79-1011
sdo arredondadas e frequentemente isoladas, em RB 86-7515 sdo retangulares e formam
0 par silico-suberoso. Os complexos estomaticos sdo raros quando comparados aos
demais tipos celulares da epiderme, apresentam células-guarda halteriformes e células
subsidiarias em clpula, como descrito por Metcalfe (1960) para as Poaceae (Figuras
1A-B).

As diferencas quantitativas mais significativas entre as epidermes nas duas
cultivares foram os comprimentos de todos os tipos celulares, que sdao maiores em RB
86-7515 (Tabela 1). Este resultado reflete a descri¢do das cultivares de cana-de-agUcar
feita por Arizono et al. (2000), visto que SP 79-1011 é classificada como portadora de
entrenos curtos e RB 86-7515 possui entrends longos. Assim, o maior comprimento das
células na epiderme esta provavelmente relacionado ao comprimento dos entrends, o
que tambem foi verificado em trigo, cujos colmos de cultivares altas geralmente
continham as células epidermicas mais longas (Nilson et al., 1957). Beemster et al.

(2002) confirmam que a principal causa do aumento do 6rgdo é a expansao celular, uma
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vez que um aumento na divisdo celular contribuiria com células menores, nao
ocasionado crescimento global.

Além de apresentarem diferencas no comprimento dos tipos celulares da
epiderme (Tabela 1), RB 86-7515 e SP 79-1011 diferem nos formatos e distribuicdes
das células silicificadas e suberosas. Resultados semelhantes foram encontrados por
Roth (1968) quando analisou as estruturas epidérmicas em colmos de cultivares de
cana-de-agticar da Africa do Sul, valor diagndstico foi atribuido a comprimento e
largura das células epidérmicas longas; ocorréncia, tamanho e formato das células
suberosas; quantidade e tamanho das células silicificadas.

Em seccdo transversal os colmos séo circulares e solidos, apresentando
epiderme, cortex e sistema vascular (Figuras 1C-D), o que ¢é padréo para muitas Poaceae
(Metcalfe, 1960). A epiderme apresenta uma unica camada de células coberta por
cuticula delgada e sem ornamentagdo (Figuras 1E-F). As células epidérmicas comuns
apresentam paredes espessadas e lignificadas, tanto que eventualmente ndo ha limen
celular (Figuras 1E-F), o que reduz a transpiracdo apenas ao nivel dos estdmatos (Evert,
2006) e minimiza o ataque de pragas (Keeping & Rutherford, 2004).

O cortex compreende exoderme, células parenquimaticas e endoderme (Figuras
1E-F). A exoderme é composta por uma Unica camada de células de diferentes formatos
e tamanhos com espessamento de parede em U, este espessamento € interrompido
qguando h& complexo estomatico adjacente. O parénquima cortical abaixo da exoderme
forma dois tecidos distintos: parénquima fundamental com células isodiamétricas e
paredes espessadas que preenchem os espacos intercelulares; e parénquima clorofiliano
também com células isodiamétricas, mas com volumes maiores, paredes mais delgadas
e pequenos espacos intercelulares. A endoderme é composta por uma unica camada de
células que formam um arco que envolve o sistema vascular, como observado por
Hussain et al. (2004).

O sistema vascular compreende feixes vasculares colaterais imersos
aleatoriamente em tecido parenquimatico (Figuras 1C-D). Os feixes vasculares sdo
circundados por duas bainhas esclerenquimaticas completas, as células parenquimaticas
proximas a bainha sdo menores e as respectivas paredes sdo mais espessadas que as
demais células parenquimaticas do sistema vascular (Figuras 1G-H). Da periferia em
direcdo a regido central, a densidade dos feixes vasculares e 0 espessamento das paredes
das células parenquimaticas diminuem, enquanto o tamanho dos feixes vasculares e o
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volume das células parenquimaticas aumentam, este padrdo de distribui¢do e tamanho
também foi encontrado por Hussain et al. (2004).

Diferencas quantitativas foram encontradas nas seccfes transversais das duas
cultivares (Tabela 1). A espessura da exoderme e do parénquima cortical foi maior em
SP 79-1011, enquanto a densidade dos feixes vasculares e a espessura da calota de
fibras nesses feixes foram maiores em RB 86-7515. Essas diferengas anatdbmicas nos
colmos podem ocorrer devido a adaptagcdes a seca, sendo citadas por Nassar et al.
(2010) em relacdo a espessura dos tecidos periféricos e densidade de fibras, e por
Hameed et al. (2010) em relagdo as espessuras da exoderme e do parénquima cortical e
ao namero de feixes vasculares. O que reflete que ambas as cultivares sdo resistentes a
seca (Arizono et al., 2000), mas devido a estruturas anatémicas distintas.

As células que circundam os feixes vasculares sdo diferentes entre as cultivares,
RB 86-7515 apresenta mais células na calota do protoxilema, com paredes mais
espessadas quando comparadas a SP 79-1011, que é uma cultivar suscetivel a broca
(Diatraea spp.) (Arizono et al., 2000). Keeping & Rutherford (2004) afirmaram que um
dos mecanismos de resisténcia da cana-de-agcucar a insetos é o espessamento das
paredes celulares. Portanto, a presenca de maior densidade de feixes vasculares e 0
maior nimero de células com espessamento de parede em RB 86-7515, provavelmente
confere maior resisténcia a broca comparada a SP 79-1011.

Segundo Dinardo-Miranda et al. (2011), a broca causa perdas significativas por
unidade de area, devido a sua ampla distribuicdo nos canaviais brasileiros. Além de
abrir galerias nos colmos, causando perda de peso e morte dos brotos, perdas indiretas
também ocorrem porque as aberturas permitem a entrada de fungos. Devido a ampla
distribuicdo deste inseto, € muito importante que os programas de melhoramento

tenham como objetivo a melhoria da resisténcia das cultivares.

Silicio

Em vista frontal, sob microscopia eletrénica de varredura, é possivel visualizar
as células silicificadas e demais tipos celulares, como os complexos estomaticos em
maior detalhamento (Figuras 2A, D).

Nas duas cultivares de cana-de-acucar, a distribui¢do de silicio ndo € uniforme,
podendo estar presente principalmente nas células silicificadas, mas também nas
células-guarda e subsidiarias (Figuras 2B, E). Sakai & Sanford (1984) analisando
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cultivares de cana-de-agucar, também verificaram silicio em diferentes tipos celulares
nas folhas, inclusive nos macro e microtricomas, fato que ndo pode ser observado aqui,
uma vez que nos colmos das cultivares analisadas, ndo ha tricomas.

O silicio € absorvido pelas raizes na forma de acido monosilicico, seu transporte
é via xilema e pode ser regulado pela transpiracdo, sendo depositado principalmente nas
paredes das células da epiderme (Rodrigues et al., 2011). Motomura et al. (2000)
afirmam que varios fatores estdo associados a deposicéo de silicio nas plantas, como pH
e disponibilidade de nutrientes no solo. Apesar da comprovada influéncia ambiental,
mesmo em condigdes de cultivo semelhantes, a cultivar RB 86-7515 apresentou maior
quantidade de silicio que a SP 79-1011 (Figuras 2C e F).

A acumulacdo de silicio em diversas culturas pode resultar em aumento da
produtividade provavelmente devido a reducdo da transpiracdo e aumento da resisténcia
a doengas e pragas (Braga et al., 2009) e ao acamamento (Rodrigues et al., 2011). Além
disso, Reynolds et al. (2009) verificaram que a acdo do silicio sobre os insetos
herbivoros pode gerar desgaste da mandibula, reducdo no crescimento e na reproducao
desses insetos, efeitos associados a reducdo dos danos para a cultura. Assim, a cultivar
RB 86-7515 apresenta, além do espessamento de suas paredes, uma outra estratégia que
é a maior quantidade de silicio na epiderme de seu colmo, caracteristicas relacionadas a

resisténcias a pragas e ao acamamento.

Paredes celulares

As paredes celulares podem variar muito em relacdo a suas composicoes e
propriedades fisicas, dependendo do tipo de célula e das espécies de plantas (Souza et
al., 2010). No entanto, todas as plantas possuem uma composicdo basica semelhante nas
suas paredes celulares, microfibrilas de celulose dispostas em uma matriz, que €
composta principalmente de polissacarideos ndo celulosicos com uma variedade de
estruturas diferentes, como proteinas estruturais, glicoproteinas, e compostos fendlicos,
incluindo a lignina (Harris & Smith, 2006).

Independente da complexidade dos tipos de parede, dois tipos séo reconhecidos,
primaria e secundaria. A parede primaria é relativamente ndo especializada e é similar
na arquitetura molecular em todos tipos de células, embora a sua ultraestrutura possa

variar amplamente. A parede celular secundéaria se deposita geralmente apds a parada do
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crescimento, podendo se tornar altamente especializada na estrutura e composicéo,
refletindo o estado diferenciado da célula (Mauseth, 1988).

A observacdo da parede celular das fibras adjacentes aos elementos de vaso do
metaxilema das cultivares de cana-de-actcar sob microscopia eletronica de transmisséo,
permitiu verificar a comunicagdo via pontoacGes, espaco intercelulares sem contetido
aparente, além de distinguir as camadas correspondentes a parede priméria e parede
secundaria, esta ultima com distincdo de camadas adicionais (Figuras 3A-B). De acordo
com Gritsch & Murph (2005), nas paredes secundarias estruturais pode haver nimero
distinto de camadas que diferem entre si pela composi¢do quimica, mas principalmente
pela orientacdo das microfibrilas de celulose, sendo que esta estrutura laminada aumenta
sensivelmente a resisténcia dessas paredes.

As camadas adicionais de parede secundaria foram observadas em ambas as
cultivares, mas sdo mais espessas em RB 86-7515 (Figura 3B). Cesarino et al. (2012)
verificaram que em cana-de-acUcar a espessura da parede secundaria das fibras é
diretamente proporcional ao grau de maturagdo, entretanto, todas as amostras foram
padronizadas, retiradas dos 2° e 3° entrends de individuos cultivados em mesma época.
Assim, nossos resultados se aproximam dos encontrados por Emons & Mulder (2000),
que afirmam que o padréo formado pelas microfibrilas de celulose nas paredes, além de
ser especifico do tipo celular e do estagio de desenvolvimento, é variavel entre espécies.

Segundo Gritsch & Murphy (2005), um dos principais determinantes das
propriedades de resisténcia dos colmos é a quantidade de camadas multiplas nas paredes
secundarias, que se da devido a alternéncia da orientagdo das microfibrilas de celulose.
Desta maneira, como RB 86-7515 (Figura 3B) apresenta maior espessura nas paredes
secundarias das fibras, possui maior resisténcia quando comparada a SP 79-1011
(Figura 3A).

Carboidratos ndo estruturais e lignina

Os colmos das duas cultivares de cana-de-agucar apresentam baixa concentracdo
de amido em comparacdo a concentracdo dos carboidratos soltveis, ndo havendo
diferenca significativa entre elas (Tabela 2). Esta baixa concentracdo € interessante,
pois, de acordo com Figueira et al. (2011), a presenca de amido nos colmos de cana-de-
acucar promove a perda ou a producdo ineficiente em usinas de agucar, ja que aumenta
a viscosidade, inibe a cristalizacéo e representa perda de sacarose no melaco.
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RB 86-7515 apresenta maior concentragdo de carboidratos solUveis (Tabela 2),
sendo caracterizada pelo alto teor de sacarose (Picoli et al., 2012), comprovando
afirmacéo de Figueira et al. (2011), que a elevada concentracéo de agucares solUveis nos
colmos de cana-de-acgucar é principalmente devido a alta proporcéo de sacarose.

A lignina compreende uma porcao substancial da parede celular secundaria das
gramineas e essencialmente preenche os poros entre os polissacarideos (Vogel, 2008).
Silva et al. (2005) afirmam que cultivares da mesma espécie apresentam incrementos de
lignina diferenciados, o que influencia na resisténcia do vegetal, podendo proporcionar
um aumento na estabilidade das paredes & a¢do de enzimas degradadoras e impedir a
atuacdo de patogenos.

SP 79-1011 apresenta maior quantidade de lignina solGvel, no entanto, seu teor
de lignina insoltvel foi menor (Tabela 2). Visto que a maior proporcao de lignina no
vegetal é a caracterizada como insolGvel, RB 86-7515 pode ser classificada como a
maior detentora de lignina e, consequentemente, a cultivar mais resistente em nivel de
estabilidade das paredes celulares. Uma das desvantagens de SP 79-1011 é a quebra dos
ponteiros (Arizono et al., 2000), que pode ser devido a menor propor¢éo de fibras ou a

menor taxa de lignificacdo das paredes celulares.

Concluséo

As diferencas anatdmicas e bioquimicas entre as cultivares RB 86-7515 e SP 79-
1011 podem explicar caracteristicas relacionadas a produtividade e vantajosas para a
cultura. RB 86-7515 destaca-se em relacdo a SP 79-1011, em diversos aspectos: maior
concentracdo de carboidratos solUveis; maior espessamento nas paredes das células
epidérmicas e alta densidade de feixes vasculares, contribuindo para a reducdo da perda
hidrica; alta proporcdo de silicio principalmente em células silicificadas mais longas,
proporcionando resisténcia a fungos e insetos; e paredes secundarias mais espessas com
maior concentracdo de lignina insolGvel, promovendo resisténcia a pragas e ao
acamamento.

Como as cultivares estavam sob as mesmas condi¢des ambientais, mais estudos
s80 necessarios para determinar quais estruturas permanecem estaveis mesmo em

diferentes ambientes, e assim, consideradas interessantes para o0 melhoramento.
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Tabela 1. Analise comparativa das medidas anatémicas dos colmos das cultivares RB
86-7515 e SP 79-1011.

RB 86-7515 SP 79-1011

Comprimento das células longas (um) 85.29+10.40? 53.95+9.16°
Largura das células longas (um) 9.82+1.812 9.10+1.822
Comprimento dos complexos estomaticos (um) 30.96+1.322 28.62+1.67°
Largura dos complexos estomaticos (um) 16.56+1.95% 17.94+1.392
Comprimento das células silicificadas (pum) 11.85+1.84% 8.83+1.85"
Largura das células silicificadas (um) 5.55+1.292 6.47+1.282
Comprimento das células suberosas (um) 17.91+3.382 10.91+2.45P
Largura das células suberosas (um) 10.51+1.722 10.93+1.992
Espessura total (um) 3347.25+109.03* 3015.64+171.212
Espessura da epiderme (um) 9.84+0.892 9.65+1.29?
Espessura da exoderme (um) 9.37+1.53% 12.47+2.23°
Espessura do parénquima cortical (um) 33.81+15.922 49.62+18.04°
Espessura da endoderme (pum) 20.48+3.17% 20.77 £2.83%
Comprimento dos feixes vasculares (um) 109.07+26.68%  116.53+24.88%
Largura dos feixes vasculares (um) 109.81+25.83%  124.58+27.292
Densidade dos feixes vasculares (no./mm?) 18.84+5.472 13.00+5.56"
Espessura da calota de fibras (um) 114.63+24.17%  87.87+25.74°

Média + desvio-padrdo. Linhas com letras diferentes significam diferencas ao nivel de
5% (teste-T, p < 0.05).

Tabela 2. Teores de carboidratos ndo estruturais e lignina (mg/g) nos colmos das
cultivares RB 86-7515 e SP 79-1011.

Cultivar Amido  Carboidratos soluveis Lignina soluvel Lignina insoltvel
RB 86-7515 16,38+1.43*  757.27+£121.622 6.36+0.20% 35.01+0.18%
SP 79-1011 15.26+1.992 602.65+94.69" 7.160.02° 28.62+0.89°

Média + desvio-padrao. Letras diferentes em uma mesma coluna significam diferencas
ao nivel de 5% (teste-T, p < 0.05).

Silvia Dias da Costa Fernandes



Caracterizac&o Estrutural e Bioguimica do Colmo das Espécies Brasileiras do Género Saccharum L. (Poaceae) 103

Figura 1. Microscopia Optica, amostras paradérmicas de SP 79-1011 (A) e RB 86-7515 (B), seccOes
transversais de SP 79-1011 (C, E, G) e RB 86-7515 (D, F, H). Nota-se maior espessamento de parede nas
células da epiderme e maior quantidade de fibras na calota dos feixes vasculares em RB 86-7515. CC =
célula epidérmica comum; CL = célula longa; Co = cortex; Csi = célula silicificada; Csu = célula
suberosa; CF = calota de fibras; En = endoderme; Ep = epiderme; Est = complexo estomatico; Ex =
exoderme; Fl = floema; FV = feixe vascular; Mx = elemento de vaso do metaxilema; PC = parénquima
clorofiliano; PF = parénquima fundamental; Px = elemento de vaso do protoxilema; SV = sistema
vascular. A barra corresponde a 28um (A-B), 150um (C-D), 67um (E-F), 28um (G-H).
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Figura 2. Microscopia eletrdnica de varredura de SP 79-1011 (A, B, C) e RB 86-7515 (D, E, F). Na analise dos campos com coletor de raios-X, a intensidade da cor é
diretamente proporcional & concentragdo de silicio (B, E), C e F s8o os respectivos gréficos obtidos com a quantificacdo do elemento silicio (Si). Csi = célula silicificada; Est
= complexo estomatico.
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Figura 3. Microscopia eletronica de transmissdo de SP 79-1011 (A) e RB 86-7515 (B). Ocorrem parede
celular priméria e secundaria, esta com estratificacdo clara e escura correspondendo a diferentes arranjos
de microfibrilas de celulose. P = pontoacédo; P1 = parede celular priméaria; P2 = parede celular secundaria;
+ = espaco intercelular.
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9. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados e discussdes apresentados nos capitulos desta tese permitem as

seguintes conclusoes:

- Saccharum villosum é a espécie que apresenta maior diversidade anatdbmica no colmo,
as diferencas observadas ndo estdo relacionadas com a localizacdo geogréfica de cada
populacdo. Novos trabalhos taxonémicos devem ser feitos no “complexo Saccharum

villosum” para melhor delimitar a circunscri¢do da espécie;

- ndo foi possivel encontrar caracteristicas distintas e diagndsticas para cada uma das
trés espécie de Saccharum, as principais diferencas sdo relacionadas as medidas

morfologicas e anatbmicas;

- € sugerida a descri¢do de uma espécie nova inédita de Saccharum, o que sera feito em

trabalhos posteriores com o Dr. Tarciso de Sousa Filgueiras;

- as trés espécies nativas de Saccharum apresentam caracteristicas compartilhadas com
as cultivares de cana-de-agutcar, como baixas propor¢des de amido e lignina soltvel. No
entanto, as espécies nativas possuem menor proporcdo de acucares solUveis e maior

proporcao de lignina insollvel;

- Saccharum villosum apresenta a maior quantidade de caracteristicas desejaveis para
melhoria da cultura da cana-de-agUcar, como espessura da parede secundaria das fibras,
baixos teores de amido e lignina insoltvel e maior teor de carboidratos solGveis quando

comparada com as demais espécies nativas.
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