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Estudo anatémico de diferentes segmentos da folha +1 de cana-de-acUcar

Introducdo

A cana-de-agUcar (Saccharum spp.) possui metabolismo fotossintético C,4, sendo caracterizada,
principalmente, por sua capacidade de acumular altas concentracfes de sacarose (em torno de 0,7 M) em
seus colmos maduros (Moore, 1995), tornando-a uma das mais importantes plantas cultivaveis do planeta
para a producdo de bioetanol. O interesse mundial pelo bioetanol e por variedades de cana-de-aglcar com
maior teor de sacarose estd em franco aumento.

Devido a isso, grande parte dos estudos focalizou primariamente o crescimento vegetativo dos
colmos de cana-de-agUcar durante a maturagdo dos entren6s acumuladores de sacarose (Lima et al., 2001;
Carson et al., 2002; Casu et al., 2003; Casu et al., 2004; Casu et al., 2007). Contudo, estudos que visam o
mesmo nivel de informacdo para o desenvolvimento da folha, consideradas excelentes ferramentas de
estudo para o estabelecimento da funcdo fotossintética, sdo inexistentes e o conhecimento do assunto
limita-se as enzimas e reagdes bioquimicas que ocorrem durante a fotossintese C,.

Diferentemente da cana-de-aglcar, onde a quantidade de informagBes sobre os mecanismos
fotossintéticos ainda s&o limitantes, em milho existem diversos trabalhos que exploram o assunto
(Cahoon et al., 2008; Li et al., 2010; Majeran et al., 2010; Chang et al., 2012). Dessa forma, se faz
necessario um estudo detalhado do estabelecimento da fotossintese ao longo da folha da cana-de-agUcar.

Um dos principais motivadores para a execucao desse projeto foram os resultados obtidos pela
Dra. Lucia Mattiello durante o trabalho intitulado “Analise comparativa de paradmetros fisiologicos e dos
padrdes transcricionais de diferentes estagios de desenvolvimento da folha +1 de cana-de-agticar”. Neste
projeto foi verificado que em diferentes segmentos da folha +1 de cana-de-agUcar (variedade SP80-3280),
existe variacdo da atividade fotossintética tanto em resposta a diferentes intensidades de luz quanto em
reposta a diferentes concentra¢fes de CO,. Contudo, essa diferenca ndo esta associada com uma possivel
alteracdo do nimero de estdmatos entre 0s segmentos, pois a diferenca numérica entre 0s mesmos nao foi
significativa.

Os cloroplastos sdo os plastideos mais importantes presentes nas células vegetais, pois
comportam estruturas responsaveis pela fotossintese (Vicankova e Kutik, 2005). No tecido foliar das
plantas C, como, o milho e a cana-de-agUcar, essa organela esta distribuida nas células do mesofilo e na
bainha do feixe vascular, apresentando conformacgdes distintas. Nas células do mesofilo, sdo ricos em
tilacdides com granas largas, enquanto que na bainha do feixe vascular, os cloroplastos apresentam pouco
ou nenhum tilacdide, porém é rico em vacuolos de reserva de amido, estrutura totalmente ausente nos
cloroplastos do meséfilo.

Estudos anatémicos sdo considerados excelentes ferramentas para avaliar alteracBes celulares
causadas pela acdo de substancias quimicas bem como evidenciar diferengas anatdmicas importantes, que
muitas vezes podem fazer parte de um comportamento fisiologico diferenciado presente em grupos de
plantas especificos, como é o caso das células Kranz encontradas nas gramineas com metabolismo

fotossintético C,4. Black Jr. et al. (1971) evidenciaram com auxilio de técnicas de microscopia de luz e



eletrdnica de transmissdo, que o numero de cloroplastos presentes nas células da bainha é um critério
anatdmico que determina a capacidade fotossintética de algumas plantas C,. Além disso, em folhas de
milho, as células da bainha apresentam parede celular espessa, 0 que gera alta resisténcia contra o
vazamento de CO, e consequentemente aumenta a fixacdo de tal composto e aumenta a producdo de
biomassa (Majeran et al., 2010).

Nesse contexto, o presente projeto tem como objetivo, realizar analises anatdmicas em diferentes
segmentos da folha +1 de cana-de-agUcar através de microscopia de campo claro e microscopia eletronica
de transmissdo. Através dessas técnicas pretendemos observar o tamanho do feixe vascular, a distancia
entre feixes, tamanho médio de células e o nimero e tamanho dos cloroplastos presentes nas células do
mesofilo e da bainha do feixe vascular, assim como observar a espessura da parede (camada de suberina)
nas células da bainha vascular e correlacionar tais observagdes com a capacidade fotossintética Cy4
presente em folhas de cana-de-agUcar.

Para isto, 0 aluno de IC ir4 desenvolver habilidades e aprender técnicas de microscopia de luz e

eletrdnica de transmissao.

Material e Métodos

Material Vegetal
As plantas de cana-de-agUcar da variedade SP80-3280 serdo cultivadas a partir de toletes obtidos

de colmos gentilmente cedidos pelo CTC (Piracicaba, SP). Os colmos serdo seccionados de modo a cada
um possuir apenas uma gema e serdo plantados em vasos plasticos (cerca de 2L) com substrato
Plantmax® e vermiculita na propor¢do 1:1. A cada 15 dias as plantas germinadas serdo adubadas com
N:P:K na propor¢do 18:00:27 de acordo com especificagbes do Centro de Tecnologia Canavieira. Os
vasos serdo regados diariamente e semanalmente a distribui¢do dos vasos dentro da casa de vegetacdo foi
alterada para aleatorizar as parcelas.

Para os experimentos utilizaremos plantas com cerca de 60 dias apés o plantio.

Coleta de segmentos foliares
Ap6s os dois meses de crescimento das plantas, o comprimento da folha +1 de cada uma delas

sera aferido. Para a coleta dos segmentos serdo calculadas as regiGes nas quais as folhas serdo divididas
em trés tercos igualitérios e cada terco terd seu meio calculado. As amostras serdo coletadas a 1cm de
cada lado do meio de cada terco foliar além dos dois primeiros centimetros de cada folha, totalizando 4
segmentos por folha.. Os segmentos serdo acondicionados em tubos contendo alcool 70% para
conservacao e imediatamente submetidos a vacuo em dissecador por 12 horas e armazenados a 4°C até a

utilizagéo.

Preparo das amostras para microscopia de luz

Para a confeccdo das laminas, o material seré transferido para etanol 50% e, em seguida, serdo
mantidos em uma série etanol/butanol, da concentracdo 50 a 100%, por duas horas em cada solucdo. Ap6s
este procedimento, o material sera colocado em butanol 100% por 12 horas em temperatura ambiente e,
ap6s nova troca de butanol 100%, por 2 horas em estufa a 58°C. Para a inclusdo em parafina, o material

serd colocado em solugdes gradativas de butanol e parafina até parafina pura, sendo mantidos em cada



solucédo por 3 horas, em estufa a 58°C. Para 0 emblocamento, serdo utilizadas pequenas caixas de papel
preenchidas com parafina derretida, onde o material sera colocado separadamente e mantido em
temperatura ambiente até seu endurecimento.

Os materiais serdo cortados em microtomo rotativo e os cortes colocados em laminas
histolégicas com adesivo de Bissing, para a aderéncia. Ap6s a secagem em estufa a 40°C, as laminas
serdo colocadas em acetato de butila em banho-maria (60°C) para a desparafinacio durante uma hora. Em
seguida, as laminas serdo hidratadas até etanol 50%, coradas com Azul de Astra por uma hora, lavadas
em etanol 50% por alguns segundos, coradas em Safranina por 40 minutos, desidratadas novamente até
alcool 100%, colocadas em solucdo de acetato de butila/etanol 100%, acetato de butila 100% e colocadas
em estufa para secagem final. Apo6s estes procedimentos, as laminas serdo montadas em balsamo do

Canada e cobertas com laminula para a observacéo em microscopio de luz.

Preparo das amostras para microscopia eletronica de transmissédo

SecBes de 0.5 um serdo obtidas com auxilio de um ultramicrétomo e coradas com corante
multiplo Paragon. As I&minas serdo acopladas sobre uma placa quente (100°C) por 30s, aproximadamente
e lavadas com agua destilada e secadas em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas serdo tratadas
com acetato de uranila e citrato de chumbo para dar inicio as observa¢Ges no microscdpio eletronico de
transmissao.
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