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RESUMO

Espécies C3 sdo mais ambiente-generalistas quando comparadas as plantas C4,
consequentemente, as caracteristicas anatdmicas e fisiologicas de suas folhas se ajustam a
condicBes ambientais distintas de forma mais facil quando em comparacéo as das espécies C4.
Para compreender mais sobre respostas diferenciais ao ambiente relacionadas ao tipo de
assimilacdo de carbono das plantas, estudos com espécies intermediérias tornam-se cada vez
mais necessarios. Esse conhecimento é importante para agregar informacdes que permitam
identificar e elaborar estratégias para manipular caracteristicas de interesse agricola, visando
aumento de producdo em condicdes ambientais adversas. Sendo assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar caracteristicas fotossintéticas e anatdmicas foliares em plantas de
Mesosetum loliiforme (Hochst. ex Steud.) Chase (C4), Homolepis isocalycia (G. Mey.) Chase
(intermediéria), Homolepis longispicula (D6ll) Chase (intermediaria) e Homolepis glutinosa
(Sw.) Zuloaga & Soderstr. (C3) em trés condicdes de sombreamento: cobertura com plastico
transllcido e sombrite (S), cobertura com pléstico translicido e insulfilme (1) e apenas cobertura
com plastico translucido (PS). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC)
em esquema fatorial 4x3. Foram avaliadas as trocas gasosas obtendo-se curvas de concentragéo
intercelular de CO; pela taxa fotossintética e curvas de resposta da fotossintese a irradiancia
utilizando o analisador de gés no infravermelho modelo da LiCor LI-6400-XT, além disso,
foram realizadas seccOes seriadas transversais e longitudinais foliares para confeccdo de
laminas permanentes e caracterizacdo anatdmica. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANAVA) seguido do teste de Tukey (P< 0,05) utilizando o software R Studio. O
cultivo sob diferentes condicGes de radiacdo mostrou efeitos em caracteristicas fisioldgicas e
anatdmicas foliares das espécies em estudo. As espécies intermediarias possuem caracteristicas
similares a C3 e C4 que permitem ajustes anatébmicos e fisioldgicos em resposta ao
sombreamento. A luz influenciou a anatomia da H. longispicula deixando-a mais semelhante a
C3, quanto aos parametros fotossintéticos, estes foram mais semelhantes das C4. As quatro
espécies mostraram-se plasticas em resposta aos ambientes de luz, principalmente entre o pleno
sol e o sombrite.

Palavras-chave: Trocas gasosas. Assimilacdo do Carbono. Gramineas. Ecofisiologia vegetal.



ABSTRACT

C3 species are more generalist when compared to C4 plants, specialists, consequently, their
leaves tend to be more plastic. To understand the evolutionary pathway of the C4 pathway,
studies with intermediate species are becoming more and more attractive, in order to understand
the transition from C3 to C4 with the aim of manipulating traits of agricultural interest. Thus,
the present study aims to evaluate the phenotypic plasticity of photosynthetic and leaf
anatomical characteristics in plants of Mesosetum loliiforme (Hochst. ex Steud.) Chase (C4),
Homolepis isocalycia (G. Mey.) Chase (intermediate), Homolepis longispicula (D6ll) Chase
(intermediate) and Homolepis glutinosa (Sw.) Zuloaga & Soderstr. (C3) in three shading
conditions: Shade Cloth (SC), Insulfilm (I) and Direct Sunlight (DS). The experimental design
was entirely randomized (DIC) in a 4x3 factorial scheme. Gas exchange was evaluated by
obtaining intercellular CO2 concentration curves by photosynthetic rate and photosynthesis
response curves to irradiance using the LiCor LI1-6400-XT infrared gas analyzer, in addition, to
serial transverse and longitudinal leaf sections for making permanent slides and anatomical
characterization. The data obtained were submitted to analysis of variance (ANOVA) followed
by Tukey's test (P < 0.05) using the R Studio software. The intermediate species have similar
characteristics to C3 and C4 that allow for anatomical and physiological adjustments in
response to shading. Light influenced the anatomy of H. longispicula leaving it more similar to
C3, as for photosynthetic parameters, these were more similar to C4. All four species showed
plasticity in response to light environments, especially between direct sunlight and shade cloth.

Keywords: Gas exchange. Carbon assimilation. Grasses. Plant ecophysiology.
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CAPITULO 1
HISTORICO E FUNDAMENTACAO TEORICA

1 INTRODUCAO

As previsdes de cenarios socio-econdmicos-ambientais para as duas proximas décadas
indicam, explicitamente, que ha necessidade de aumentar, no curto prazo, a producdo de
alimentos, fibras e energia de origem vegetal, para atender as demandas da populacao. Contudo,
apontam claramente que, devido a alteragGes climéaticas em curso, esse aumento da producéao
deve ocorrer sem elevar, concomitantemente, 0 uso dos recursos naturais e de producao e sem
a exploracdo de novas areas cultivaveis. O desafio atual para pesquisadores e agricultores &,
entdo, aumentar a producdo vegetal, atendendo a exigéncia de sustentabilidade ambiental,
porém, em cenarios climaticos adversos com aumento da temperatura, irregularidades no ciclo
das chuvas e aumento da concentragdo de gases de efeito estufa na atmosfera (FAO, 2022).

As espécies cultivadas de poaceas (Poaceae) para a producdo de alimentos, fibras e
energia (culturas do milho, arroz, trigo, sorgo, cana e espécies forrageiras) estdo dentre as que
sdo mais relevantes para a sociedade, por comporem a maior parte da dieta basica de toda a
populacdo humana e animal do planeta (FAO, 2022). Para atender a crescente demanda por
alimentos, um aumento significativo na producdo dessas culturas € indispensavel. Por isso,
existe urgéncia em estudos visando o desenvolvimento de técnicas e ampliacdo do
conhecimento para manutencdo e/ou aumento da produtividade das culturas de poaceas ou,
ainda, aumento da eficiéncia produtiva em condi¢des ambientais adversas (Vieira et al., 2022).

Estresses abidticos podem impactar negativamente a produtividade das culturas de
poaceas, principalmente as que utilizam a via fotossintética C3 para assimilacdo de CO,, como
arroz e trigo. Culturas que utilizam a via fotossintética C4, como milho e sorgo, podem ser
menos prejudicadas em condi¢Ges ambientais adversas, como seca e deficiéncia de nitrogénio,
porque essa via permite alto rendimento quéntico, maior eficiéncia no uso da agua e do
nitrogénio, garantindo maior produtividade com menor disponibilidade de insumos. Assim,
uma possivel solugdo para elevar a produtividade de culturas C3 em condi¢des mais adversas e
aplicando menos insumos é inserir nestas, caracteres da via fotossintética C4 (conforme revisao
em Arantes et al., 2020 e Mendonga et al., 2021).

O agrupamento de origens C4 nas gramineas indica que determinadas linhagens

possuem caracteristicas facilitadoras da transi¢do entre vias fotossintéticas, como observado
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recentemente por nosso grupo, que identificou na subtribo Arthropogoninae o género
Homolepis que possui espécies com metabolismo intermediario C3-C4. Esse clado é
filogeneticamente proximo ao arrozeiro, e suas espécies ocorrem nos campos rupestres e das
regibes de serra do Estado de Minas Gerais, como as regifes do complexo da Serra do
Espinhaco e do complexo da Serra da Canastra, no centro de Minas Gerais (Mendonga 2017;
Mendonca et al., 2021; Arantes et al., 2020; Alvarenga 2022).

Os estudos de nosso grupo sdo muito relevantes para o desafio de elevar a producéo de
culturas poaceas, uma vez que até entdo, apenas outro clado (Neurachne, da Australia)
encerrava espécies C3, C4 e intermediarias. Assim, as espécies do clado Arthropogoninae
possuem elevado potencial para estudos da evolucdo da via C4 em poaceas e representam uma
porcdo da biodiversidade brasileira de valor inigualavel. Aumentar o conhecimento das
intermediarias C3-C4 brasileiras é crucial para o uso racional da biodiversidade nativa huma
producdo agricola mais sustentavel, permitindo menor dependéncia da aplicacdo de insumos
para producdo. Existem esses esforcos cientificos e tecnoldgicos para aproximar o metabolismo
de culturas C3 usando caracteristicas do metabolismo de culturas C4, mas apenas em campos
rupestres Mineiros existem espécies que poderdo ser, efetivamente, Uteis para alcangar esses
objetivos no futuro proximo. Contudo, pouco se conhece sobre quais caracteres fisioldgicos e
anatdbmicos estariam envolvidos nessas respostas diferenciais de gramineas C3, C4 e
intermediarias C3-C4 ao ambiente fisico (Arantes et al., 2020).

Apesar dos esforcos para avancar na explicacdo da resposta fisioldgica e anatbmica de
poaceas de diferentes tipos fotossintéticos ao ambiente, ainda resta aprofundamento e lacunas
a serem preenchidas. Além disso, ndo foram ainda realizados estudos quanto a fatores
ambientais importantes, como luminosidade. Diante disso, entender os efeitos do
sombreamento nas poaceas do clado Arthropogoninae € fundamental para subsidiar decises
técnico-cientificas em estudos futuros.

Se o0s géneros do clado Arthropogoninae (Homolepis, Mesosetum, Arthropogon,
Apochloa e outros) apresentam espécies proximas a espécies cultivadas e com caracteristicas
bioquimicas e anatdmicas intermediarias C3-C4, estas podem ser importantes para estudos que
visam projetar a via C4 em culturas C3. Neste contexto, é preciso explicar os ajustes fisiol6gicos
e anatdbmicos em condi¢cbes ambientais adversas e como a planta ajusta seu fenotipo para
garantir a manutencdo do crescimento, desenvolvimento e producdo em nesta condicdo
ambiental. A hipdtese maior, que guia essa pesquisa, é de que existe um gradiente na relacéo
entre a capacidade de ajustes fisiolégicos e anatdmicos foliares, sendo mais ampla em plantas

com metabolismo C3, reduzindo nas intermediarias C3-C4 e é menor em plantas C4.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fotossintese C3, C4 e intermediéria

O metabolismo de assimilagdo do carbono do tipo C3 é reconhecidamente 0 mais
comum nas especies de plantas terrestres. Nessa via a enzima responsavel por fixar o didxido
de carbono (CO.) € a Ribulosel,5-Bifosfato Carboxilase/Oxigenase, ou Rubisco. No entanto, a
Rubisco possui afinidade tanto pelo oxigénio O, quanto pelo CO> e ao exercer atividade
oxigenase a Rubisco desencadeia uma via que consome compostos organicos e resulta em perda
liquida de carbono na forma de CO., a fotorrespiracdo. Durante a evolucdo da fotossintese a
atividade oxigenasse da Rubisco era incomum, pois a atmosfera ancestral era composta por uma
quantidade significativamente maior de CO. em relagdo ao O, porém, atualmente, essa relagdo
diminuiu e, atualmente com uma atmosfera com 21% de O para cerca de 400 ppm de COz
aumenta a atividade oxigenasse. Além disso, o cenario global de alta temperatura, aumento dos
niveis de radiacdo e seca, atuam maximizando a fotorrespiracdo e consequente perdas
produtivas. Assim, a realocacdo da Rubisco para as células da bainha do feixe vascular e o
mecanismo de concentracdo de CO2, ambas caracteristicas encontradas nas espécies C4,
permitiram atenuar a atividade da Rubisco como uma oxigenase (Sage, 2002; Sharkey, 2022).

Na fotossintese C4 o CO- ¢ fixado pela enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase)
nas células do mesofilo e refixado pela Rubisco nas células da bainha do feixe vascular (BFV).
Ao mesmo tempo, nas células da BFV, ocorre a descarboxilacdo que gera um mecanismo
concentrador de CO2 em torno da Rubisco, uma vez confinada nas células da BFV sua interacao
com o O ¢ inibida, assim sua atividade carboxilase é favorecida. (Lundgren et al., 2014; Sage,
2014; Borghi et al., 2022). Diferentemente da Rubico a PEPcase ndo possui atividade como
oxigenase, assim, esta enzima assimila apenas o bicarbonato (HCO3), possibilitando um maior
desempenho fotossintético. A primeira molécula estavel formada ap6s a fixagdo pela PEPcase,
pode ser 0 malato ou o aspartato a depender do tipo de enzima. O malato é convertido por meio
da enzima malica dependente de NADP (NADP-ME), enquanto o aspartato pode ser convertido
tanto pela fosfoenolpiruvato caboxiquinase (PEPCK), quanto pela enzima malica dependente
de NAD (NAD-ME) (Furbank, 2011; Sage, 2014). O género Mesosetum contém espécies C4,
dentre elas Mesosetum loliiforme (Hochst. ex Steud.) Chase uma graminea encontrada em
afloramentos rochosos no Campo Rupestre, uma fitofisionomia formada em ambientes abertos
com alta incidéncia de radiagdo e baixa disponibilidade hidrica (Ribeiro et al., 1998).

A transicdo da via fotossintética C3 para a via C4 ocorreu por convergéncia e em

resposta a0 aumento da fotorrespiracdo, que € elevada em decorréncia da diminuicdo das
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concentragdes de didxido de carbono (CO2) atmosférico (Mendonga et al., 2019). As folhas das
plantas C4 possuem uma quantidade de feixe vascular mais alta do que as C3, e a estrutura
Kranz permite que as células do mesofilo estejam em contato com as células da BFV,
permitindo uma eficiente troca de metabolitos. A evolucao da via C3 para C4 é encontrada em
caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas de espécies intermediarias que possuem caracteristicas
tanto C3 quanto C4. Nessas espécies a fotossintese C2 é comumente encontrada, em que, 0
complexo glicina descarboxilase (GDC), restrita nas células BFV, libera o0 CO2 no sitio ativo
da Rubisco. Além disso, as intermediarias possuem grande quantidade de feixes vasculares e
reducdo do parénquima clorofiliano, semelhante as C4. De acordo com a quantidade e
localizacdo das organelas e enzimas e 0 arranjo anatdmico, as espécies intermediarias podem
ser classificadas como C3 proto-Kranz, C2 Tipo | quando apenas a glicina funciona
concentrando CO2 na BFV e tipo Il quando além da glicina existe também o metabolismo C4
moderado (Sage et al., 2014, Stata et al., 2019). Os géneros Homolepis e Mesosetum possuem
representacdes entre as vias C3 e C4, sendo a Homolepis isocalycia (G. Mey.) Chase, uma
espécie intermediaria tipo C3 proto-Kranz. Essa classificacdo € atribuida ao fato da anatomia
Kranz ser derivada de parentes C3, mas que ja possuiam caracteristicas anatbmicas e
bioguimicas das C4 como a reduc¢do da distancia e nimero de células entre os feixes vasculares.
J& Homolepis longispicula (D6ll) Chase outra intermediaria ainda ndo se sabe o tipo
fotossintético bem determinado, porém sabe-se que ela € uma C2 e, possivelmente uma C2-
Tipo Il ou C4-like (Sage, 2014; Mendonca, 2017; Arantes et al., 2020).

2.2 Plasticidade fenotipica

Plantas sdo organismos que ndo apresentam a capacidade de locomocéo, logo, as
alteracdes que eventualmente ocorrem ao seu redor, precisam ser superadas de outras maneiras.
Como resultado, as plantas alteram seu fenétipo conforme as condi¢des do ambiente, esse ajuste
é chamado de plasticidade fenotipica (Sultan, 2000; Gianoli & Valladares, 2012). Um novo
método proposto por Pennacchi et al. (2021), recomenda uma abordagem sistémica para avaliar
a plasticidade fenotipica, incluindo um conjunto de varidveis integradas e ndo apenas
individuais.

O sucesso adaptativo das espécies vegetais depende do seu grau de plasticidade. Assim,
as plantas respondem a heterogeneidade ambiental a nivel fisiologico e morfoantbmico para
garantir a sua permanéncia mesmo em condicOes desfavoraveis (Bradshaw, 1965). Dentre 0s
fatores ambientais, a luz é essencial e indispensavel para o crescimento e desenvolvimento das

plantas. Diferencas anatémicas, geralmente sdo observadas em plantas que crescem em
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ambientes com maior disponibilidade de luz em compara¢do com aquelas que estéo crescendo
em ambientes sombreados, como uma maior espessura foliar e folhas menores, por outro lado,
folhas que recebem pouca luz tendem a ser mais finas e possuem uma maior area foliar (Steinger
et al., 2003; Terashima et al., 2011). Alem disso, essas caracteristicas influenciam a fisiologia
da planta, por exemplo a condutancia mesofilica, pois, a distancia percorrida pelo CO> depende,
em parte, da espessura do mesofilo (Sage & McKown, 2006). Outras alteracdes fisiologicas
comumente encontradas sao ajustes da abertura estomatica, eficiéncia do uso da agua e de
nutrientes que podem variar de acordo com o tipo fotossintético da espécie (Sage et al., 1999;
Arantes et al., 2020).

A distribuicdo das espécies estad intimamente relacionada com a sua plasticidade, logo,
determinadas espécies ocorrem apenas em um nicho ecolégico especifico, como gramineas C4
especialistas que geralmente estdo restritas a ambientes com maior incidéncia de luz e alta
temperatura. Por outro lado, as gramineas C3 sdo mais generalistas e possuem ampla
distribuicdo ecoldgica, no entanto, sdo menos tolerantes a ambientes mais aridos quando
comparadas com as C4. Assim, as modificacdes anatdmicas necessarias para 0 mecanismo de
concentragdo de CO> nas plantas C4 melhora o seu desempenho em ambientes especificos,

porém diminui a sua plasticidade em ambientes mais heterogéneos (Sage & McKown, 2006).

2.3 Luz

A luz exerce um papel fundamental no crescimento e desenvolvimento das plantas, uma
vez que, o processo fotossintético tem inicio pela absorcdo da energia solar nos pigmentos
fotossintetizantes e, além disso, a luz é a forga motriz para formacéo de compostos organicos a
partir de didxido de carbono e &gua (Yan et al., 2020). A qualidade e quantidade de luz
absorvida pelas plantas orquestram uma série de alteracbes nos processos fisioldgicos,
morfoldgicos e anatbmicos. Em geral, mudancas na intensidade luminosa provocam variagdes
na quantidade de enzimas como a Rubisco, densidade de estbmatos por érea foliar e densidade
de feixes vasculares, além da taxa liquida de fotossintética e na condutancia estomatica (Kaiser
etal., 2018).

Em ambientes abertos, os raios solares alcancam as folhas mais rapido em comparacéao
com ambientes mais sombreados, como 0 sub-bosque. Essa diferenca provoca mudancas
estequiométricas nos fotossistema Il (PSII) e fotossistema I (PSI), que junto com o citocromo
b6f e ATP-sintase desencadeiam uma série de transferéncia de elétrons, ativado pela luz,
criando um gradiente de potencial eletroquimico, e por fim, a sintese de ATP e formagéo do

NADPH, que suprem o ciclo de Calvin-Benson (Pan et al., 2020).
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Plantas com diferentes vias fotossintéticas desenvolveram mecanismos distintos para
superar condicGes luminosas desfavoraveis. Em plantas C4, a captacdo de luz segue um padrao
diferente das plantas C3, pois, inicialmente a luz penetra a camada de células do mesofilo e s6
depois alcanca as células da bainha do feixe vascular, onde se concentra a enzima fixadora de
CO2, Rubisco (Hatch, 1987; Zienkiewicz et al., 2015; Bellasio e Lundgren, 2016). O que
explicaria a pouca ocorréncia de espécies C4 em ambientes mais sombreados (Kubések et al.,
2013).
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CAPITULO 2

Efeitos do sombreamento nas caracteristicas da anatomia de folhas e nas trocas gasosas

de poaceas (Poaceae) C3, C4 e intermediarias

1 INTRODUCAO

A agricultura moderna enfrenta diversos desafios para atender a crescente demanda
populacional por alimentos, combustiveis e fibras. Esses desafios estdo principalmente
relacionados as condicdes adversas de clima e a necessidade de producbes cada vez mais
sustentaveis, que demandam menor uso de insumos (Barbosa et al., 2012; Pennacchi et al.,
2022). Nesse contexto, 0s prejuizos ambientais vém se tornando cada vez mais evidentes, assim
como a crescente necessidade de alternativas para aumentar a producéo das culturas, utilizando
areas pouco favoraveis para o cultivo (Garnett et al., 2013; Godfray et al., 2015; Simkin et al.,
2019; Godfray et al., 2010; Tilman et al., 2011).

Diante disso, € cada vez mais importante explorar a capacidade que as espécies
apresentam de modificar caracteristicas fisioldgicas e anatbmicas que permitam maximizar a
assimilacdo liquida de carbono em condi¢6es do ambiente mais desfavoraveis (Pennacchi et al.,
2021a). As plantas desenvolvem mecanismos a fim de aclimatar-se aos ambientes nos quais
estdo inseridas para permitir o crescimento e desenvolvimento do individuo (Wu e Kao, 2021).
Uma vez que as plantas sdo organismos sésseis, essa capacidade plastica que algumas espécies
possuem € de grande importancia no ponto de vista ecoldgico e agronémico, pois, possibilita o
crescimento e estabelecimento da planta em ambientes distintos (Sultan, 2000; Bradshaw,
2006). Atualmente existem diversos esforgos voltados a selecdo de espécies que possuem a
capacidade de se moldar frente as mudancas no ambiente (Pennacchi et al., 2021b).

A capacidade de ajuste de caracteristicas foliares é diferente entre espécies. Espécies
mais nicho-especificas tendem a ter menor capacidade de ajuste das caracteristicas foliares em
relacdo as espécies mais nicho-generalistas. Uma das formas mais eficientes de se testar a
capacidade de ajuste das caracteristicas foliares a variagdes do ambiente abidtico é em
experimentos com sombreamento (Barbosa-Campos et al., 2018, Mendonga et al 2019;
Mendonca et al., 2020; Naves et al., 2018). Plantas que se desenvolvem em ambientes
sombreados exibem folhas mais finas, unica camada de tecido do mesofilo e células curtas,
enguanto que plantas que crescem sob alta irradiancia apresentam folhas mais espessas e células
do mesofilo mais alongadas. Estudos demonstram que plantas submetidas a alta radiacgéo,

geralmente, exibem uma maior condutancia estomatica, bem como taxas fotossintéticas, em
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comparacdo a plantas cultivadas sob sombra (Osei-Kwarteng et al., 2022). No entanto, o
excesso de luz absorvida pode resultar num decréscimo da eficiéncia maxima fotossintética e
em danos foto-oxidativos para a maquinaria fotossintética, o que € denominado fotoinibicédo
(Long et al., 1994; Mendonca et al 2019; Mendonca et al., 2020; Naves et al., 2018).

Dentro das angiospermas, as poaceas (Poaceae) detém melhor sucesso adaptativo,
principalmente, pelo fato das sucessivas mudangas das vias fotossintéticas C3 para C4 que
permitiu sua ampla distribuicdo desde ambientes com maior incidéncia de radiacdo até
ambientes mais sombreados (Linder et al., 2018; Mendonca et al., 2021). Nessa perspectiva, 0
sucesso adaptativo das poaceas pode ser atribuido, em parte, a seu elevado potencial de
aclimatacdo (Sage e McKown, 2006b). Células fotossintéticas de plantas C3/generalistas,
possuem uma menor complexidade quando comparadas as células de plantas C4/especialistas,
consequentemente, suas folhas tendem ter mais ajustes nas caracteristicas fotossintéticas em
diferentes condi¢cbes ambientais (Sage & McKown, 2006c). Plantas C3 como o arroz, em
ambientes com alta radiacdo, apresentam baixo desempenho fotossintético, por outro lado,
plantas C4 tem maior producdo nessas condicBes, devido a sua anatomia de Kranz, que
concentra 0 CO2 no sitio ativo da Rubisco, reduzindo perdas fotorrespiratorias (Sage e
McKown, 2006c; Hibberd et al., 2008). Para compreender o caminho evolutivo da via C4,
diversos estudos tém sido direcionados para espécies com caracteristicas intermediarias C3 —
C4, como uma importante ferramenta para elucidar esse processo e como ponto de partida para
os esforcos de melhoramento genético visando inserir caracteristicas C4 em plantas C3 (Sage
etal., 2014; Arantes et al., 2020).

Diversas pesquisas tém sido direcionadas para aumentar a produtividade de culturas de
gramineas utilizando técnicas mais sustentaveis e que visam o aumento da eficiéncia
fotossintética (Long et al., 2006; Sales et al., 2021a; Garcia et al., 2021; da Silva et al., 2021;
Vieira et al., 2022; Pennacchi et al., 2022). Um dos focos é transformar as plantas de interesse
agronémico que possuem metabolismo fotossintético C3, introduzindo caracteristicas do tipo
C4 para aumentar sua eficiéncia fotossintética e consequentemente aumentar a producéo, por
meio de ferramentas da engenharia genética (Mitchell et al., 2006; Covshoff e Hibberd, 2012;
Acevedo-Siaca et al., 2020; Yin e Struik, 2021; Sales et al., 2021b). Dessa forma, estudos com
especies intermediarias tornam-se cada vez mais necessarios, no sentido de compreender a
transicdo da via C3 para C4 com o intuito de manipular caracteristicas de interesse agricola
(Hernandez-Prieto et al., 2019).

Atualmente, existe ainda uma grande caréncia de informacGes sobre os efeitos do

sombreamento nas caracteristicas anatdmicas e de trocas gasosas de plantas com metabolismos
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fotossintéticos distintos. Isso torna necessério realizar estudos para a ampliar as informacdes
sobre as respostas fisiologicas e anatbmicas dessas espécies. Tais estudos podem também
contribuir significativamente para o melhor entendimento da evolugédo da via C4 em gramineas,
visando a manipulacdo das vias C3, C4 e intermediaria em culturas de grdos, como estratégia
para aumentar a eficiéncia fotossintética e, dessa forma, elevar a produtividade das culturas em
ambientes adversos.

Com essas consideracdes, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar as modificacdes das
caracteristicas fotossintéticas e anatdmicas foliares em plantas de M. loliiforme, H. isocalycia,
H. longispicula e H. glutinosa ao sombreamento. A hipétese testada foi a de que diferentes
condigdes de sombreamento modificam as caracteristicas anatbmicas e fisiologicas de em
plantas de Mesosetum loliiforme (Hochst. ex Steud.) Chase (C4), Homolepis isocalycia (G.
Mey.) Chase (intermediaria), Homolepis longispicula (Déll) Chase (intermediaria) e Homolepis
glutinosa (Sw.) Zuloaga & Soderstr. (C3), provocando alteragdes nas trocas gasosas nas
espécies intermediarias, aproximando-as de generalistas C3, a0 mesmo tempo em que

aumentam a sua eficiéncia fotossintética.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Condicgoes de cultivo e aplicacdo dos tratamentos

O experimento foi conduzido no periodo de agosto de 2021 a janeiro de 2022 em estufas
no Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras, situado no municipio de
Lavras, Minas Gerais (21° 14' 45" S; 44° 59' 59" O), o clima da regido é o subtropical imido.
Foram utilizadas as espécies Mesosetum loliiforme (Hochst. ex Steud.) Chase (C4), Homolepis
isocalycia (G. Mey.) Chase (intermediaria), Homolepis longispicula (D6ll) Chase
(intermediéaria) e Homolepis glutinosa (Sw.) Zuloaga & Soderstr. (C3), que foram previamente
coletadas em diferentes areas da Serra do Cip6 e do Parque Ecoldgico Quedas do Rio Bonito,

Minas Gerais e em seguida foram propagadas.

Figura 1: Espécies utilizadas no experimento: A) H. isocalycia; B) H. longispicula; C) M. loliiforme e

D) H. glutinosa.
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Fonte: Do autor A, B e C (2022); D, Martin Antonio Apaza Ticona (2019).

As plantas de M. loliiforme e H. longispicula foram propagadas através do
fracionamento dos rizomas, ja a propagacgdo de H. isocalycia e H. glutinosa se deu por meio
dos estolhos e em seguida foram transplantadas para recipientes de 4 litros, com 5 repetices
de cada espécie, em que cada repeticao representa uma planta, totalizando 60 recipientes. Para
todas as espécies foi utilizado 0 mesmo substrato, mesma solucdo nutritiva (NPK + 9 nutrientes
- Forth Jardim, adquirido comercialmente), aplicado no solo a cada 15 dias de acordo com a
necessidade e a irrigacédo foi realizada em dias alternados com substrato proximo a capacidade
de campo.

Ap0s o periodo de aclimatacdo (120 dias) as plantas foram colocadas em estufa com
cobertura plastica de baixa densidade e distribuidas em trés tratamentos: a) Pleno sol - as plantas
cresceram submetidas a 100% de irradiancia solar, abaixo de uma cobertura de plastico
transparente de baixa densidade; b) Sombrite - As plantas foram cultivadas em ambiente
submetido a 50% de interceptacdo da irradiancia solar incidente total, utilizando tela de
sombreamento (Sombrite® ); ¢) Insulfilme - As plantas foram cultivadas sob interceptacdo de
66,7% da irradiancia solar total usando um filme de interceptagéo Insulfilm® (SPfilm, Brasil)
adicionado a um plastico transparente de baixa densidade, que enriquece o0 ambiente com ondas

de infravermelho préximo (680nm - 850nm) e reduzem o espectro da radiacdo
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fotossintéticamente ativa (PAR - 400nm - 700nm) como em uma condic¢do de sub-bosque. O
perfil espectral médio dos trés ambientes &€ mostrado na FIGURA 3 e os valores das variaveis
ambientais em cada ambiente de cultivo, observados ao longo do periodo experimental, estdo
na TABELA 1.

Para os trés tratamentos, observou-se diferenca quanto a disponibilidade de radiac&o,
mas com mesmos valores médios de temperatura do ar e déficit de pressao de vapor. O ambiente
com cobertura por Insulfilme teve menor radiagdo PAR e maior radiacdo no Infravermelho
proximo, quando comparado ao ambiente de sombrite. As plantas cultivadas sob Insulfilme e
sob Sombrite receberam a mesma quantidade de radiagéo incidente na faixa de 200nm a 850nm,
com reducdo de 38% da radiacdo incidente observada no ambiente com cobertura plastica.

Figura 2: Experimento com diferentes niveis de sombreamento. Da esquerda para a direita: Sombrite,

Insulfime e Pleno sol.

Fonte: Do autor (2022).
Os dados de temperatura minima, temperatura média, temperatura maxima (T °C) e
umidade relativa do ar (UR%) foram monitorados diariamente a cada 2 horas com o
termohigrémetro Extech Instruments, modelo RHT10.
A espectrometria foi realizada com um espectroradiometro USB-650 RED TIDE
(Ocean Optics Inc.) e as medicGes foram realizadas em condicgdes de céu claro durante o periodo
experimental as 8h, 12h e 16h, horario local.
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Tabela 1: Condi¢Ges ambientais médias nos tratamentos ao longo do periodo experimental. Os valores

sdo as médias observadas no periodo experimental + o desvio padrdo. Valores seguidos pela mesma

letra ndo diferem significativamente pelo teste-t (P<0.01).

Tratamentos
Variavel ambiental
PS S |
DPV (kPa)
0,79+0.35a 084+041a 085+044a
PAR (W.m?)
546.6+ 122.5a 201.5+28.9b 182.2+66.2c
Radiag&o incidente (W.m"
2) 754.2 + 1430 a 265,0+69,3b 286,1 +90,7b
Infra-vermelho Préximo
(W.m?) 202.0 + 70.5a 55.2+17.1c 106.7 + 32.1b
T (°C)
223+12a 222+15a 225+14a

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 3: Perfil espectral médio dos trés ambientes. Radiacdo Incidente no Intervalo de 200 a 850 nm;

PAR no intervalo de 400 a 700 nm; Infravermelho préximo no intervalo de 680 a 850 nm.
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Fonte: Do autor (2022).

2.2 Determinacéo das trocas gasosas

Para a determinacdo das trocas gasosas foram selecionadas folhas totalmente
expandidas desenvolvidas 90 dias apds a inducdo dos tratamentos, de todas as espécies em
estudo. As avaliacBGes foram realizadas entre 8 e 12h da manha. As medidas de curvas A/Ci
foram realizadas utilizando o analisador de gas no infravermelho modelo da LiCor LI-6400-
XT, com temperatura foliar de 30°C, densidade de fluxo de fotons de 1500 umol. m2. s? e
déficit de pressdo de vapor entre folha e ar de aproximadamente 2 kPa. O ponto inicial de cada
curva foi 400 umol.mol™, sendo essa concentracéo intercelular de CO- reduzida para os valores
300, 125, 110, 90, 70, 50, 20 e 10 para M. loliiforme e de 400, 300, 200, 100, 80, 60 e 50
umol.mol™ para H. glutinosa e H. longispicula e H. isocalycia, em seguida, aumentada para os
valores 400, 500, 800, 1100, 1300 e 1500 pmol.mol™.

O ponto de compensagdo de CO- foi determinado a partir do intercepto no eixo x das
regressdes lineares dos menores pontos de concentracdo intercelular de CO». Para essa

avaliacdo, foram utilizadas trés plantas de cada tratamento das espécies H. glutinosa e H.
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isocalycia, trés plantas de H. longispicula no sombrite e insulfilme e duas no pleno sol e duas
de cada tratamento para M. loliiforme. Além disso, para as quatro espécies foram determinadas
a taxa de carboxilacdo (Vemax), € a condutancia mesofilica (gm).

Os valores de capacidade maxima fotossintética (Amax), rendimento quantico de
transporte de elétrons (®), respiracdo no escuro (Rd) e a taxa de transporte de elétrons (J) foram
estimados a partir de ajustes de curvas de resposta da fotossintese a irradiancia. Os dados foram
obtidos utilizando a rotina “ligth curve” do software OPEN 4.04, em dez valores de densidade
de fluxo de fotons (DFF) em ordem decrescente (2000, 1700, 1400, 1100, 500, 200, 100, 50,
20 e 0) e concentracdo de CO,, temperatura e vapor de H.O do ambiente, e ajustados por meio
do modelo de equagdo da hipérbole retangular do tipo An = {[(Amax a DFF) / (Amax + (a
DFF)] - Rd} (THORNLEY,1976). Por regressdo linear dos primeiros pontos da curva, foram
estimados os valores de Rd, sendo Rd a interceptacéo da reta com o eixoy (ESCALONA et al.,
1999).

2.3 Anatomia foliar

Para o estudo da estrutura foliar foram coletadas 3 folhas de cada repeti¢cdo das mesmas
condicBes descritas anteriormente e fixadas em FAA (formaldeido, acido acético, etano 50%,
1:1:18 v/v) (JOHANSEN 1940) e estocadas em etanol 70%. O tecido da regido média da folha
foi isolado e desidratado na sequéncia 80 e 90% de etanol, sendo mantidos por duas horas em
cada. Posteriormente as amostras foram submetidas a solucdo de etanol 95% mais resina, por
quatro horas e em seguida apenas a resina pura (Historesin Leica, preparada conforme
instrucBes do fabricante). As amostras foram emblocadas em moldes plasticos, e ap6s a sua
secagem em estufa a 35 °C foram realizadas sec¢Oes seriadas transversais e longitudinais com
espessura de 7 um, obtidas com uso de micrétomo rotativo de avanco automatico e corados
com azul de toluidina a 0,05%, pH 4,7 (O’Brien e McCully,1981). Laminas permanentes da
caracterizacdo anatdmica foram montadas em Entellan®. Todas as laminas foram observadas e
documentadas em microscopio de luz (Eclipse E100-LED; Nikon, Toquio, Japdo) equipado
com sistema de captura de imagens.

Por meio das imagens obtidas, foram determinadas a espessura foliar (EF), a distancia
e numero de células entre os feixes vasculares (DFV) e (NC), respectivamente. A area (um?)
coberta por células da bainha do feixe vascular (ABFV), &rea (um?) do mesofilo (AM). Para os
cortes longitudinais foram determinados o comprimento das células da bainha do feixe vascular
(CC), a largura (LC) e a area celular (um?) (AC).
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2.4 Delineamento Experimental e Analises Estatisticas

O experimento foi instalado seguindo o delineamento inteiramente casualizado (DIC)
em esquema fatorial 4x3, utilizando quatro especies e trés condi¢des de radiacdo (Pleno sol,
Sombrite e Insulfilme), com cinco repeti¢6es por tratamento, totalizando 60 plantas. Os dados
relativos a todas as avaliagdes realizadas acima foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ou Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

3 RESULTADOS

3.1 Curvas A/Ci

A resposta da curva A/Ci para H. glutinosa demonstrou um ponto de compensacao de
CO2 (') de 34,54 umol CO2 mol™ atmosférico no insulfilme (I), 38 pmol CO, mol™ atmosférico
no sombrite (S) e 38,88 umol CO2 mol™ atmosférico no pleno sol (PS). Para H. isocalycia, nos
tratamentos I, S e PS o I foi de 34,61 umol CO2 mol™? atmosférico, 30,83 pmol CO2 mol*
atmosférico e 33,33 pmol CO; mol! atmosférico, respectivamente. Ja H. longispicula os
valores de I" foram 17,64 umol CO2 mol? atmosférico, 22,66 umol CO2 mol™ atmosférico e
21,27 pmol CO2 mol™ atmosférico no I, S e PS, respectivamente. M. loliiforme apresentou um
I" de 8,90 umol CO2 mol? atmosférico no I, 10,49 umol CO, mol™* atmosférico no S e 5,76
umol CO2 mol™ atmosférico no PS (FIGURAS 4 e 5).
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Figura 4: Fotossintese liquida vs concentracdo de CO- intercelular com base em médias em plantas de
Homolepis glutinosa (C3), Homolepis longispicula (intermediaria), Homolepis isocalycia
(intermediaria) e Mesosetum loliiforme (C4). Médias com n=3 para H. glutinosa, H. isocalycia e H.

longispicula no S e I. E n=2 para M. loliiforme e H. longispicula no PS.
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Fonte: Do autor (2022).
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Figura 5: Inclinagdo inicial das curvas A/Ci a baixos valores de Ci com base em médias em plantas de
Homolepis glutinosa (C3), Homolepis longispicula (intermediaria), Homolepis isocalycia
(intermediaria) e Mesosetum loliiforme (C4). Médias com n=3 para H. glutinosa, H. isocalycia e H.
longispicula no S e I. E n=2 para M. loliiforme e H. longispicula no PS.
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Fonte: Do autor (2022).

3.2 Curvas A/PAR

De acordo com as curvas de taxa fotossintetica (A) em resposta a luz FIGURA 6,
verificou-se que para H. glutinosa e H. isocalycia, no PS e I, ambas apresentaram um declinio
mais acentuado na fotossintese com o aumento da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR),
enquanto as plantas cultivadas em S saturaram em valores de PAR mais elevados. Em plantas
de H. longispicula o ponto de compensacao luminoso (PCL) é maior no PS e para M. loliiforme
observou-se que o PCL foi maior no S. Para todos os tratamentos & medida que o PAR alcangou
valores acima de 1500 (umol photons m s*) houve um declinio da fotossintese.
Figura 6: Fotossintese liquida vs radiacdo fotossinteticamente ativa com base em médias em plantas de
Homolepis glutinosa (C3), Homolepis longispicula (intermediéaria), Homolepis isocalycia

(intermediaria) e Mesosetum loliiforme (C4) sob condi¢des de: Insulfilme (Verde claro); Pleno sol
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(Verde escuro); Sombrite (Cinza). Médias com n=3 para H. glutinosa, M. loliiforme, H. isocalycia no

PS e S e H. longispicula no PS e I. E n=2 para H. isocalycia no I e H. longispicula no S.
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Fonte: Do autor (2022).

Por meio das curvas de A/Ci e A/PAR foi possivel observar as variaveis de rendimento
quantico (®), respiracao no escuro (Rd), ponto de compensacdo luminoso (PCL), capacidade
maxima fotossintética (Amax), taxa maxima de carboxilacdo (Vcmax), condutancia mesofilica
(gm) e a taxa de transporte de elétrons (J) das espécies em estudo nos trés ambientes de luz
(TABELA 1). As plantas de H. glutinosa obtiveram os maiores valores para o PCL e J nos
tratamentos PS e S, enquanto o ® e 0 Amax foram maiores nos tratamentos PS e I. Verifica-se
que as plantas de H. isocalycia cultivadas no PS possuem maior PCL e gm, e menores valores
de Rd e Amax quando comparados ao tratamento do I. Para as plantas de H. longispicula, nota-
se que no PS ¢ no I os valores de @ e o Amax foram superiores, enquanto o PCL e o Rd foram
maiores apenas no PS e no S, respectivamente. Foi possivel observar que as plantas de M.
loliiforme, cultivadas no PS, possuem valores de Rd, J, gm, ® e Vemax maiores.

Comparando as espécies em cada tratamento foi possivel observar que no PS as plantas

de H. glutinosa e M. loliiforme apresentam semelhangas para as variaveis ®, Amax, Vcmax € J.
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No mesmo tratamento, foi observado que H. glutinosa e H. isocalycia ndo diferem nos valores
de PCL, Vcmax € J. Quando comparadas no |, foi possivel observar que, para as variaveis Rd,
PCL, @, Vcmax € gm, as plantas de H. glutinosa e H. isocalycia ndo apresentam diferencas.
Nesse mesmo tratamento, também foi possivel observar que os valores de ® ¢ Amax ndo foram
diferentes estatisticamente entre M. loliiforme e H. longispicula. Além disso, as plantas de H.
isocalycia e M. loliiforme n&o exibiram diferengas para 0 ® e Amax, assim como, para Vcemax €
gm. Percebe-se que no S, H. glutinosa e H. isocalycia ndo apresentam diferenca estatistica para
as variaveis @, Amax, J, Vemax € gm. Sendo, Vemax € gm, semelhantes também entre M. loliiforme

e H. longispicula.
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Tabela 1: Caracteristicas fotossintéticas foliares para as espécies Homolepis glutinosa (C3), Homolepis isocalycia (intermediaria), Homolepis longispicula
(intermediaria) e Mesosetum loliiforme (C4) sob condicdes de: Insulfilme (1), pleno sol (PS) e sombrite (S). Dados representados pelas médias. Letras mindsculas

representam a diferenca de cada espécie entre os ambientes e as letras maiusculas representam a diferenca entre as espécies no mesmo tratamento. Letras iguais

ndo apresentam diferencas estatisticas pela ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

Espécies Tratamentos Refl di.memo Respiratio no colr:;)r:rcl’sggﬁo Amiax Vemax s de' fanepors Condqt?mcia
quantico (D) escuro (Rd) luminoso (PCL) de elétrons (J) mesofilica (gm)
I 0,079 = 0,003abA 0,781 =0,055bB 8,775 = 0,108bC 27.47 +0,0292A 134,03+ 1,12aA 106,579+ 1,635bB 0,088 + 0,001aA
H. glutinosa PS 0,093 +0,003aA 1,136+0,027aB 13,082 +0,186aC 26272 +0.186abB 135479+ 1.479aAB 113,679+ 1,028abA 0,085 = 0,003aC
S 0,072+ 0,002bA  0972+006bB  14,035+0,503aB  24.736+0327bB 145774+ 1578aA 122579+ 1276aA 0,093 + 0,001aA
I 0,062 +0,007aAB 0,771 +0,065aB 11,514 +0,837bBC 22,562 + 0,669aBC 141,563 £4.184aA 124,652+ 1,549aA 0,092 = 0,003bA
H. isocalycia PS 0,065+ 0,002aB 0,596 =0,016bC 11,882 +0,675aC  21,539+0,675bC 152,006 + 4,716aA 126,47 +2581aA 0,109 + 0,002aA
S 0,061 £0,003aAB  0,357+0,02bD 8,549 = 0.497cD 23,495+0,79aB 146,094 £ 6,696aA 118232+ 1,889aA 0,096 + 0,004abA
I 0,058+ 0,002abB 0,537 £0,044bC 12,205+ 1,928bBC 20,819+ 0,609aC 104,653 = 3,365aB 99,09 + 1,86aB 0,069 + 0,002aB
H. longispicula PS 0,064 +0,006aB 0451 =0,036bC 15,841 +1269aA 20363 +1269aC 107,58 =2.312aC 95,91 +3448aB 0,072 % 0,002aD
S 0,056=0.,002bB 0,733 +0,078aC 11,646 +0,64bC 14,858 = 1,684bC 98,51 + 1.28aB 91,88 +6,184aB 0,066 = 0,001aB
I 0,087 +0,006aAB 1275+ 0,081bA  15462+0,751bA 24,154+ 0,894cBC 125,093 + 10,565aA 92,09+ 8,058bC 0,103 =0,011bA
M. loliiforme PS 0,083 £0,003bA  1309=0,05aA 15,694 +£0,553bB 28,441 +0,553bAB  11742+10364aB 100,56 = 10,499aA 0,107+ 0,017aB
S 0,066 +=0,003aA 1235+0012bA  18,123+0377aA  31263+0,58aA  93225+0,153bB 68,375 =3,011bC 0,062 + 0cB

Fonte: Do autor (2022).
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3.3 Anatomia Foliar

Observando macroscopicamente a morfologia externa das folhas das espécies
Homolepis, H. glutinosa, H. isocalycia nota-se que elas sdo muito parecidas, porém a folha da
H. glutinosa possui uma maior area foliar. Ja a H. longispicula é completamente diferente,
possui maior comprimento de folha e menor largura, nimero reduzido de tricomas na lamina
foliar, folhas estreitas e com bastante esclerénquima. As folhas da M. loliiforme sdo pequenas
e apresentam grande quantidade de tricomas tanto na face adaxial, quanto na abaxial (FIGURA
7).

Nas seccOes foliares transversais foi possivel medir caracteristicas que estdo
intimamente relacionados com o processo fotossintético. Foi possivel observar que as espécies
H. glutinosa, H. isocalycia apresentam uma anatomia foliar com geralmente 1 tecido
clorofiliano caracterizado por células irregulares e 1 camada de parénquima palicadico com
células justapostas. Observa-se para H. longispicula mais de 10 camadas de células do
parénquima clorofiliano e auséncia de um parénquima palicadico. A M. loliiforme possui
células palicadicas e estas estdo conectadas diretamente as células da BFV (FIGURA 10).

Os resultados apontam que ndo houve diferenca estatistica para a maioria das variaveis
analisadas em folhas de H. isocalycia entre os tratamentos, exceto para o nimero de células
entre feixes que foi maior no | e maior espessura foliar no PS, conforme TABELA 2 e FIGURA
8. Foi observado que as folhas de H. longispicula crescidas nos tratamentos PS e | possuem
maior comprimento das células da bainha do feixe vascular, area celular, distancia entre os
feixes vasculares (DFV) e area coberta por células do mesofilo, enquanto que o nimero de
células entre feixes foi maior nos tratamentos S e |, j& para espessura foliar os maiores valores
foram observados no PS e S (TABELA 2 e FIGURA 9). S. Os valores da espessura foliar,
largura celular e area coberta por células da bainha do feixe vascular (ABFV) néo diferiram
entre os tratamentos para H. longispicula. As plantas de H. glutinosa também possuem folhas
com uma maior area celular nos tratamentos PS e | quando comparadas as folhas do sombrite,
0 mesmo ocorre para a ABFV. Quanto as outras variaveis, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos. As folhas de M. loliiforme que se desenvolveram no PS e S dispdem de
um maior comprimento das células da bainha do feixe vascular e area coberta por células do
mesofilo, entretanto, para as outras variaveis ndo houve diferenca entre os ambientes (TABELA
2).

Comparando as espécies nos trés tratamentos S, | e PS foi possivel observar que para o

comprimento das células da bainha do feixe vascular e distancia entre os feixes vasculares todas
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as espécies sdo diferentes entre si, sendo que a H. glutinosa apresenta os maiores valores,
sequido da H. longispicula, H. isocalycia e, por fim, M. loliiforme com os menores valores no
S. No entanto, observa-se que H. isocalycia e H. longispicula possuem semelhancas em ambas
as variaveis largura celular e a area celular no | e apenas para largura celular no PS. Ainda para
largura celular, percebe-se que H. glutinosa e H. longispicula néo diferiram estatisticamente no
S. Quando observado no | e no S M. loliiforme e H. isocalycia ndo apresentam diferenca
significativa para a ABFV. Para area coberta por células do mesofilo, apenas H. longispicula e
H. glutinosa foram semelhantes tanto no I, quanto no PS. Por outro lado, o numero de células
entre feixes nos trés tratamentos foi semelhante para H. glutinosa e H. isocalycia. Ainda sobre
o namero de celulas entre feixes, nota-se que ndo houve diferenca estatistica entre M. loliiforme
e H. longispicula exclusivamente no PS (TABELA 2, FIGURA 10 e 11).
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Figura 7: Morfologia externa das folhas das espécies Homolepis glutinosa (A), Homolepis isocalycia

(B), Homolepis longispicula (C) e Mesosetum loliiforme (D). Fonte: Alvarenga, (2022).

Fonte: Alvarenga, (2022).
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Tabela 2: Caracteristicas anatémicas foliares para as espécies Mesosetum loliiforme (C4), Homolepis isocalycia (intermediéria), Homolepis longispicula

(intermediaria) e Homolepis glutinosa (C3) sob condi¢des de: Insulfilme (1), pleno sol (PS) e sombrite (S). Dados representados pelas médias. Letras iguais ndo

apresentam diferencas estatisticas pela ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

i Disténcia entre ‘ < Nuxas
; Comprimento da Largura da Areada T Espessura Area da bainha do Area do células entre
Espécies Tratamentos . ? . feixes - - .
célula célula célula . foliar feixe vascular mesofilo os feixes
vasculares
vasculares

I 132,57+£2,53aA  5225+194aA 661121+34796aA  37732+78aA 164,79 =2 72aB 9932,71 £ 881,98abB 2714233 = 1494 91aA 4,67 £ 0,09aA
H. glutinosa PS 132,05+1,39aA 50,7+ 136aA  637026+210,69aA 363,17+736aA 174,69+ 162aB 1058862 +326,78aB 299569 = 898.71aA 4,49 = 0,14aA
S 11945 £10,16aA 50,22 +197aAC 5463,73 £451,92bA 350,41 = 14,.8aA 159,83 +£9,18aC 813987 +948.43bC  2466141+2012,73aB 4,83 £0,19aA
I 81,1+1,01aC  4521=12aBC  3628,01+96,7aC  28992+542aB  128,62+54bC  5353,.87+48403aCD  1745125+373,1aC 4,57 +0,29aA

H. isocalycia PS 78,68=125aC  4243+042aBC 318091+ 74,94aC 282,77 + 8,26aB 144,19 + 3 5aC 6698.8 + 254.96aC 17483,12 = 646,6aC 4,49 =0.5bA
S 84,32+1,01aB 4434+023aB  3632,66 +34,58aB 24348 +19.22aB 206,74 +50,83bB = 8670,66 +2136,96aB  20533,65 +2749.43aC  4,4=0,61cA
I 88,03 = 0,67aB 4296 +£096aC 38122 +104,77aBC 19047 +£335aC  35749+585bA  14501,75+59253aA 2791722 +9464aA  2.85+022aB
H. longispicula PS 93,04 £2,00aB 4571 +1,53aC 409333 £22567aB 206,01 £8,52aC  378,46=9.61aA 1582228 +£476,16aA 33528,09 = 1443 91aA 2,14 +0,23bB
S 82,95+10,43bC  44,08+4,03aC  3563,54+727.92bC 1957+2104bC 295,12 +4693abA 11567,42+2219.85aA 272896+ 67358bA 2,83 +0,35aB
I 5241+1,12aD  30,97+0,5aD  1408,63+74,6aD 127,49 +4.04aD 154,5 + 3aB 4357,87+176,04aD  7080,64 +652,93bD 1,88 = 0,14aD
M loliiforme PS 59.07+3,11aD  28.66+0.91aD  1389,53+327aD 130,93 +434aD 164.77+4,75aBC  5425,72+289,13aD 854199 =418 46abD 1.9+ 0,16aDB
S 56,71+1,49bD  2825+0,14aD  1351,99=1333aD 139,62 +182aD 1743 = 1,53aC 606294 £179,69aDB 976726 +453.19aD 2,42 +0,09aD

Fonte

: Do autor (2022).
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Figura 8: Espessura foliar medida a partir de imagens de secgdes transversais de H. isocalycia. Letras

iguais ndo apresentam diferencas estatisticas pela ANOVA e seguida por um teste Scott-Knott (P <

0.05).
I b I
Direct Sunlight Insulfilm Shade Cloth
Fonte: Do autor (2022).
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Figura 9: Numero de células entre os feixes vasculares medida a partir de imagens de seccBes
transversais de H. longispicula. Letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticas pela ANOVA e
seguida por um teste Scott-Knott (P < 0.05).
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Figura 10: Secc0es foliares transversais para as espécies de Homolepis glutinosa (A, B, C), Homolepis
isocalycia (D, E, F), Mesosetum loliiforme (G, H, I) e Homolepis longispicola (J, K, L), sob condi¢des

de: Insulfilme, Pleno Sol e Sombrite (representados nas colunas, respectivamente). Barras = 100 pm.
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Fonte: Do autor (2022).
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Figura 11: Seccdes foliares longitudinais para as espécies de Homolepis glutinosa (A, B, C), Homolepis
isocalycia (D, E, F), Mesosetum loliiforme (G, H, I) e Homolepis longispicola (J, K, L), sob condi¢des

de: Insulfilme, Pleno Sol e Sombrite (representados nas colunas, respectivamente). Barras = 100 um.
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Fonte: Do autor (2022).
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4 DISCUSSAO

4.1 Curva de resposta ao CO:2 e de resposta a luz

Por meio da taxa liquida de assimilagdo de CO- (A) em resposta a concentracdo parcial
de COz intercelular (Ci) (curva A/Ci) é possivel obter o ponto de compensagéo de CO> (T'). A
partir desse ponto podemos diferenciar os tipos fotossintéticos C3, intermediario e C4.
Normalmente, em espécies C3 os valores de I' sdo 50-60 pmol CO, mol™ atmosférico para
espécies C3, 10-40 umol CO2 mol™ atmosférico para espécies intermédias, e abaixo de 10 pmol
CO2 mol™* para espécies C4 (Sage et al., 2014). De acordo com os resultados encontrados na
curva A/Ci foi observado que a espécies intermediarias, H. isocalycia e H. longispicula
possuem valores de I abaixo dos valores encontrados em espécies C3 (Vogan et al., 2007). De
fato, as espécies intermediarias possuem uma via C2 que permite uma reassimilacdo do CO>
entre as células do mesofilo e da bainha do feixe, um passo importante na evolugdo C4, o que
pode demonstrar uma influéncia desses tecidos e da via C2 em manter o I mesmo em diferentes
niveis de radiacdo, promovendo melhorias de ganho de carbono (Busch et al., 2013; Sage et al.,
2014; Stata, 2019).

As espécies C3 e intermedidria, tipicamente encontradas em ambientes sombreados, H.
glutinosa e H. isocalycia possuem um PCL maior no tratamento S. A aclimatagdo a sombra
ocorreu até certo ponto, pois, no | a fotossintese declinou com o aumento do PAR. De fato, o
aumento do sombreamento resulta em uma menor incidéncia de luz sobre a 1dmina foliar, efeito
que pode ter refletido no maior valor de Rd nesse ambiente, assim, o CO> liberado pela
respiracdo foi superior ao fixado pela fotossintese. Além disso, Sage e McKown (2006)
descrevem na literatura que para compensar os baixos niveis de luz que atingem a folha, ocorre
uma reducdo no investimento de enzimas como a Rubisco e do maquinario de transporte de
elétrons.

As plantas de H. longispicula e M. loliiforme, estdo distribuidas em lugares mais abertos
com pouca ou henhuma cobertura de copa. Porém mesmo em ambientes mais sombreados elas
mantiveram a fotossintese maior até mesmo do que no pleno sol. Devido a ajustes anatbmicos
que potencializam a captura de luz pelos tecidos foliares. Uma maior area coberta por células
do mesofilo e um maior nimero de células entre feixes no tratamento | permitiu aumentar a
superficie de captagdo de luz e consequentemente a manutencdo das atividades fotossintéticas.
No entanto, a evolugdo C4 demandou mudancas anatdmicas necessarias para o funcionamento

desta via, modificacdes como a diminui¢éo da area coberta por células do mesofilo e aumento
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da ABFV foram uma dessas caracteristica importante, pois, facilita a comunicacéo e diminui o
caminho entre as células do mesofilo e as células da bainha do feixe (Christin et al., 2012).

Os trés ambientes de luz ndo influenciaram 0 Vcmax das espécies intermediarias H.
isocalycia e H. longispicula, da mesma forma para a espécie C3, esse resultado pode estar
relacionado com a presenca e atividade da Rubisco ainda nas células do mesofilo, como no
metabolismo C3 (Sage et al., 2014).

4.2  Anatomia foliar

De acordo com os resultados encontrados nos cortes anatdmicos transversais e
longitudinais foi possivel observar que as folhas de H. isocalycia, espécie intermediaria C3-
proto Kranz, apresentam maior niumero de células entre feixes e espessura foliar no | e PS,
respectivamente. Além disso, esta espécie se assemelha a H. glutinosa no nimero de células
entre feixes em todos os tratamentos. De fato, ambas as espécies sdo encontradas em ambientes
mais sombreados, e aumento do numero de células entre feixes proporciona uma maior
superficie de absorcdo de luz, ao ponto que, folhas espessas € tipica de espécies que crescem
em ambientes com maior disponibilidade de luz (Terashima et al., 2011), o que indica o
investimento em camadas de tecido fotossintetizante e, por consequéncia, maior capacidade
fotossintética. No entanto, 0 Amax no PS foi reduzido em comparacgdo com os tratamentos S e |,
demonstrando que o investimento em tecido mesofilico ndo foi suficiente para aumentar a
fotossintese ou 0 excesso de luz pode ter desencadeado uma fotoinibicdo (Long et al., 1994).
Além disso, o PCL foi menor nos tratamentos mais sombreados, realmente, folhas de sombra
exibem esse resultado pelo fato de apresentarem baixa taxa respiratdria, favorecendo um ganho
liquido de carbono em ambientes com baixa disponibilidade de luz, como foi visto para os
valores de Amax, como foi citado anteriormente, a via C2 pode ter influenciado positivamente
nesse resultado (Busch et al., 2013; Sage et al., 2014; Stata, 2019).

Evolutivamente, nas plantas C4 existe uma reducdo da AM, enquanto a ABFV aumenta
em funcdo das adaptacGes anatbmicas (Schluter et al., 2017). Em plantas de M. loliiforme foi
observado que baixa disponibilidade de luz, provocou uma diminui¢cdo do parénquima
clorofiliano em relagdo ao ambiente com maior disponibilidade de luz, mas manteve a espessura
foliar e a area dos tecidos da bainha do feixe sem alteracGes entre os tratamentos. A disposi¢édo
das células do mesofilo e sua justaposicdo em volta da bainha do feixe formam um arranjo
conceéntrico desses dois tecidos em volta do feixe vascular (von Caemmerer & Furbank, 1999;
Lundgren et al., 2014). Dessa forma, como uma caracteristica evolutiva encontrada nas espécies

C4, a especie intermediaria H. isocalycia demonstra ter uma &rea coberta por células do
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mesofilo muito semelhante & espécie C4, porém, os tratamentos de luz ndo alteraram os
parametros anatbmicos da area coberta por células do mesofilo e ABFV. Uma vez que a H.
isocalycia apresenta a Rubisco e o complexo glicina descarboxilase (GDC) tanto no mesofilo,
qguanto nas células da bainha do feixe, a manutencdo desses tecidos € importante para o
mecanismo de lancadeira de CO> proximo ao sitio de descarboxilacdo da Rubisco (Sage et al.,
2014; Mendonca et al., 2017; Stata et al., 2019).

Assim como foi visto em trabalhos anteriores, porém com disponibilidade hidrica em
espeécies intermediarias de gramineas (Arantes et al., 2020). Aqui, utilizando a luz como um
outro fator ambiental critico na evolugdo dessa via, vimos que a espéecie intermediaria H.
longispicula, reduziu a DFV em ambientes com 50% de interceptagdo da irradiancia solar
incidente total, além disso, quando comparadas as C3 a espécie H. longispicula possui quase a
metade da DFV. A reducéo da distancia entre os feixes vasculares € um dos indicativos para a

pré-adaptacéo a fotossintese C4 como foi visto no trabalho de Sage e McKown (2006).

5 CONCLUSAO

O cultivo sob diferentes condicdes de radiacdo mostrou efeitos em caracteristicas
fisioldgicas e anatbmicas foliares das espécies em estudo. A espécie Homolepis isocalycia (C3
proto-Kranz) e a H. longispicula (C2), possuem caracteristicas anatbmicas e fisioldgicas que
permitem ajustes fenotipicos em resposta a sombreamento. Além disso, as espécies possuem
similaridades com os tipos fotossintéticos C3 e C4. Enquanto as semelhancas entre a C4 foram
mais evidentes no insulfilm. A luz influenciou a anatomia da H. longispicula deixando-a mais
semelhante a C3, quanto aos parametros fotossintéticos, estes foram mais semelhantes das C4.
As quatro espécies mostraram-se plasticas em resposta aos ambientes de luz, principalmente

entre o pleno sol e 0 sombrite.
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