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RESUMO

A via C4 surgiu em resposta ao declinio de CO, atmosférico durante o
Oligoceno. Por estar dividida em dois compartimentos, a célula do mesofilo (M)
e da bainha do feixe vascular (BFV), esse tipo fotossintético diminui as altas
taxas fotorrespiratérias da via ancestral C3, concentrando CO, no sitio da
Rubisco. Condigdes paleocliméaticas como, aumento da aridez e de queimadas
permitiu a expansdo de biomas de plantas que utilizam essa via. Atualmente,
plantas C4 ocupam &reas tropicais e subtropicais, sendo todas as gramineas C4
classificadas no clado PACMAD. Frente a condi¢cBes de aguecimento global,
culturas C3, como o arroz, reduzem o rendimento fotossintético, sendo a
insercdo da via C4 uma alternativa para aumento de produgdo. O agrupamento
de origens C4 na subtribo Arthropogoninae/ clado Homolepis/Mesosetum (clado
PACMAD) faz desse grupo importante para o estudo das intermediarias C3
proto-Kranz, C2 e C4-like. Objetivou-se avaliar caracteristicas chave entre as
vias C3 e C4 para espécies da subtribo Arthropogoninae. Realizou-se o
levantamento das espécies da subtribo ja coletadas no Brasil, para determinagao
da distribuicdo ambiental em relacdo a altitude, temperatura, fogo e seca. Com
fragmentos foliares herborizados determinou-se a composicdo isotopica de
carbono (8°C) e a anatomia foliar. Rizomas foram coletados e cultivados para
andlises anatdmicas, ultraestruturais, de imunomarcagdo enzimatica e de trocas
gasosas. Os dados foram analisados pela ANOVA, sendo comparados pelo teste
de Tukey (P<0,05). Géneros “ndo C4” e C4 apresentaram sobreposicao em
relacdo a distribuicdo ambiental, porém plantas C4 estdo mais relacionadas a
latitudes baixas, altas temperaturas e maior risco de seca. Em relagdo ao 8*°C, os
dados estabeleceram um padrdo entre “ndo C4” e C4, podendo indicar presenga
de intermediarias. Num gradiente C3, intermediarias e C4 houve diminui¢éo da
distancia entre feixes vasculares e de nimero de células. Nas células M a maior
quantidade de organelas foi registrada para as espécies C3, enquanto nas células
BFV 0 maior numero de cloroplastos na C4. A presenga de GDC nas
mitocdndrias de ambos os tipos celulares em H. isocalycia permite classifica-la
como C3 proto-Kranz. Ja a H. aturensis ¢ uma C2, uma vez que a GDC ¢ restrita
a célula BFV. Essas caracteristicas promovem reducdo nos valores de ponto de
compensagdo de CO, quando comparadas a C3 H. glutinosa. Dessa forma os
dados mostraram que as espécies C3 e intermedidrias da subtribo
Arthropogoninae apresentam caracteristicas que podem ser consideradas pré-
adaptacOes para o surgimento C4. A presenga de diferentes tipos intermediarios
e a relacdo filogenética como um género C4 faz do clado Homolepis/Mesosetum
um modelo emergente para estudos de evolugdo da via C4 em poaceas.

Palavras-chave: Evolucdo C4. Gramineas. Arthropogoninae. Clado
Homolepis/Mesosetum. Células da bainha do feixe vascular.



ABSTRACT

C4 pathway arose as a response to Oligocene CO, decline. It is divided between
two compartments, mesophyll (M) and bundle sheath (BS) cell, being able to
reduce the high C3 photorespiratory rate, concentrating CO, around the Rubisco
site. Paleoclimatic conditions as increasing of aridity and fire allowed the
expansion of C4 biomes. Currently, C4 grasses are classified in the PACMAD
clade and occupy tropical and subtropical areas, with high temperatures. In
warm climate conditions, C3 crops, as rice, reduce the photosynthetic yield,
being the C4 engineering an alternative to increase production. The C4 origins
clustered in the subtribe Arthropogoninae / Homolepis/ Mesosetum clade
(PACMAD clade) make this group important for studies using intermediate
species as C3 proto-Kranz, C2, and e C4-like. The aim was evaluate key features
of C3, intermediate, and C4 pathways in species of Arthropogoninae.
Occurrence data were taken for species already collected in Brazil, to determine
the environmental distribution related to altitude, temperature, fire, and drought.
Carbon isotope composition and leaf anatomy were obtained from herbarium
material. Also, leaf anatomy, ultrastructure, immunolocalization, and gas
exchange were assessed from grown plants. Data were compared by one-way
analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test (P<0,05). C4 and “non C4”
genus showed overlapped environmental distribution, although C4 distribution is
more related to low latitudes, high temperatures, and higher drought risk areas.
The 8"C data were able to establish a pattern between “non C4” and C4, besides
indicating the presence of intermediate species. The distance between veins and
the number of mesophyll cells were reduced in a C3, intermediate, and C4
gradient. In the M cells, the C3 species showed the higher number of organelles,
while in the BS cells the higher number of chloroplast was observed in the C4
species. The presence of GDC in the mitochondria of both cell compartments
allowed classifying H. isocalycia as C3 proto-Kranz. In contrast H. aturensis is a
C2, since the GDC is almost restricted located in the BS mitochondria. Those
features promote a reduction in CO, compensation point when compared to C3
H. glutinosa. In conclusion, C3 and intermediate species of Arthropogoninae
may have preadaptations to enable the C4 evolution. The Homolepis/Mesosetum
clade has different intermediate types and does not lack phylogenetic relation
with a C4 genus, being an emergent model for C4 studies in grasses.

Key words: C4 evolution. Grasses. Arthropogoninae. Homolepis/Mesosetum
clade. Bundle sheath cells.
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1 INTRODUCAO

A Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase oxigenase (Rubisco) é uma enzima
carboxilativa priméria utilizada no ciclo fotossintético C3, capaz de fixar CO, e
incorpora-lo em carboidratos. Por ter surgido a cerca de 2900 milhGes de anos
(Ma) em uma atmosfera desprovida de O,, ndo havia necessidade para a
existéncia de uma enzima capaz de diferenciar CO, e O, (CHRISTIN;
OSBORNE, 2013). Com a diminuic¢do gradual da concentracdo atmosférica de
CO,, a Rubisco comecou a utilizar O, como substrato, dando inicio a um
processo chamado fotorrespiracdo, causando perdas de carbono na via C3
(BAUWE, 2011). Nesse contexto, surge a via fotossintética C4, que é um
conjunto de adaptagdes bioquimicas e anatdmicas capaz de concentrar CO, ao
redor do sitio da enzima Rubisco (SAGE, 2004; EDWARDS, STILL, 2008).

O surgimento da via C4 requer modificacGes que envolvem adaptacdes
anatdémicas, e recrutamento de diversas enzimas em novas fungdes bioquimicas
(EDWARDS, 2014). Por possuir uma divisdo espacial do processo
fotossintético, plantas que utilizam essa via sdo capazes de fixar CO, na célula
do mesofilo', utilizando a carboxilase do fosfoenolpiruvato (PEPc), enzima que
ndo possui afinidade pelo oxigénio, como enzima carboxilativa primaria,
transportar acidos organicos para a célula da bainha do feixe vascular, que séo
descarboxilados e 0 CO, refixado pela Rubisco (CHRISTIN et al., 2015). Essa
via assimilatoria, apesar de ser energeticamente mais cara, elimina pontos
negativos relativos a fotorrespiragdo, sendo evolutivamente e ecologicamente
bem sucedida, principalmente em ambientes quentes e secos (EDWARDS;
STILL, 2008; CHRISTIN et al., 2015).

! Nesse trabalho, as células do parénquima clorofiliano serdo tratadas como células do

mesofilo, por se tratar de um termo amplamente utilizado nos trabalhos da area.
Entretanto, ha o entendimento de que o termo mesofilo se refere a regido da folha
localizada entre as duas faces epidérmicas, composta por tecidos diferentes.
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Acredita-se que a primeira transicdo entre a via C3 e C4 ocorreu cerca
de 32 Ma, durante o periodo Oligoceno, em um momento em que a concentracéo
de CO, atmosférico atingiu concentracdes de cerca 180 ppm (CHRISTIN et al.,
2008). Entretanto, a expansdo e dominancia de linhagens C4 ocorreu somente a
partir do final do Mioceno e podem ter sido influenciadas por modificacfes nos
padrdes de sazonalidade, em conjunto com fatores como incéndios e aumento da
aridez (CHEN et al., 2015; KEELEY; RUNDEL, 2005). Atualmente, as plantas
C4 estdo distribuidas em regifes tropicais, subtropicais e temperadas quentes,
em altitudes e longitudes baixas e médias (SAGE, 2004). Essa localizacéo se
relaciona com ambientes abertos, quentes e que recebem muita radiagdo
(CHRISTIN; OSBORNE, 2014).

Essa distribuicdo ecoldgica de plantas C4 esta também relacionada com
a sua maior capacidade de utilizacdo de recursos e, consequentemente, maior
rendimento fotossintético nessas condi¢bes (SAGE; SAGE; KOCACINAR,
2012). Na situacao atual de aquecimento global e aumento de periodos de seca,
culturas que utilizam a via C3 sofrem com a diminuigdo do rendimento, como é
0 caso do arroz (KORRES et al., 2016). Dessa maneira, a inser¢do da via C4 em
plantas C3 poderia servir para aumentar a producdo de alimentos e fibras
(SCHULER; MANTEGAZZA; WEBER, 2016). Para isso, € necessario entender
as etapas da evolugdo entre as duas vias.

A via fotossintética C4 € um exemplo expressivo de evolucéo
convergente que ocorreu em eudicotileddneas, poaceas e ciperaceas (CHRISTIN
et al., 2013b). Estudos de filogenia demonstram a existéncia de pelo menos 62
grupos que adquiriram essa via independentemente (SAGE; CHRISTIN;
EDWARDS, 2011), sendo o maior nimero de linhagens encontrado em poaceas,
com mais de 20 origens distintas (CHRISTIN et al., 2012). Todas as poéaceas C4
ocorrem no clado PACMAD (Panicoideae, Arundinoidea, Chloridoideae,

Micrairoideae, Aristidoideae, e Danthonioideae), de modo que esse agrupamento
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de origens C4 no PACMAD indica que determinadas linhagens possuem
caracteristicas facilitadoras da evolucdo dessa via fotossintética (CHRISTIN;
FRECKLETON; OSBORNE, 2010; GPWG II, 2012).

Portanto, uma vez que existam pré-condicGes, a evolugdo da via C4 tem
possibilidade de ocorrer. Essa transi¢do entre as vias C3 e C4 ocorreu em etapas
de modo que em alguns grupos pode-se encontrar espécies intermediérias,
classificadas em C3 proto-Kranz, C2 (Tipo | e IlI) e C4-like (SAGE;
KHOSHRAVESH; SAGE, 2014). Nessas etapas, ocorre a diminuicdo da
distancia entre os feixes vasculares, a inser¢do das células da bainha no contexto
da atividade fotossintética, 0 aumento do nimero e reposicionamento de
organelas, a restricdo da expressdo da descarboxilase da glicina (GDC) a esse
tipo celular e o inicio do engajamento do ciclo C4, que culminam na expressao
diferenciada de Rubisco e PEPc entre as células do mesofilo e da bainha
(GOWIK; WESTHOFF, 2011).

A subtribo Arthoropogoninae (inclusa na subfamilia Panicoideae) possui
alguns pontos de transicdo entre as vias C3 e C4, sendo que o clado
Homolepis/Mesosetum apresenta pontos intermediarios (GPWG Il, 2012;
CHRISTIN et al., 2013a). O género “ndo C4’? Homolepis possui cinco espécies
que sdo filogeneticamente relacionadas ao C4 Mesosetum, composto por mais de
40 espécies (www.tropicos.org; www.splink.org.br). Até entdo, o género
Neurachne era o Unico entre as poadceas composto por espécies C3, C4 e
intermediarias (CHRISTIN et al., 2012), entretanto atualmente sabe-se que a
espécie Homolepis aturensis possui caracteristicas que permite classifica-la
como uma intermediaria entre as duas vias fotossintéticas (CHRISTIN et al.,
2013a).

2 O termo “ndo C4” faz referéncia a espécies que utilizam a via C3 ou que representam

alguma etapa intermediaria entre as duas vias. Ao longo do texto, a expressdao “tipo
C3” pode ser usada como sindnimo.
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Dessa forma, considerando a possibilidade de inserir caracteristicas do
ciclo C4 em plantas C3 visando a manutengdo da seguranga alimentar, além do
elevado nOmero de origens C4 na subtribo Arthropogoninae, alguns
guestionamentos podem ser levantados. Os agrupamentos de origens C4 na
subtribo  Arthropogoninae facilitam o surgimento dessa via? O clado
Homolepis/Mesosetum possui etapas intermediarias entre as vias C3 e C4? O
clado Homolepis/Mesosetum poderia ser considerado um modelo de evolugdo
C4 em poéceas, facilitando a futuros estudos com transformagéo de culturas C3?
Assim, objetiva-se, com este trabalho, analisar algumas espécies da subtribo
Arthoropogoninae, especialmente do clado Homolepis/Mesosetum, em relacéo a
distribuicdo ambiental, caracteristicas anatdmicas, ultraestruturais e de trocas
gasosas, visando a elucidar pontos metabdlicos-estruturais da transi¢éo entre as
vias C3 e C4 nesse grupo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteres anatdmicos e bioquimicos diferenciam as vias fotossintéticas
C3eC4

Nas plantas C3 o CO,, é fixado pela Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase
oxigenase (Rubisco), enzima carboxilativa primaria capaz de catalisar CO, e O,,
tanto na célula do mesofilo quanto na célula da bainha do feixe vascular (SAGE;
CHRISTIN; EDWARDS, 2011). Por ter surgido em um momento em que a
atmosfera terrestre possuia altas concentragdes de CO,, a dupla afinidade dessa
enzima ndo era um problema para o rendimento fotossintético da via
(CHRISTIN; OSBORNE, 2013). Entretanto, a 30 Ma, a concentragdo
atmosférica de CO, comecou a decair até atingir valores referentes aos dias
atuais (~400 ppm) (PAGANI et al., 2005). A partir desse momento, a dupla
afinidade da Rubisco resulta no aumento da fotorrespiragdo. A catalisacdo de O,
promoveu o decréscimo do rendimento fotossintético, uma vez que ao produzir
fosfoglicolato, este precisava ser reciclado pela via fotorrespiratoria,
consumindo ATP e liberando uma molécula de CO, por molécula de O,
(BAUWE et al., 2011).

A estratégia utilizada para solucionar esse decréscimo de rendimento foi
utilizar um mecanismo concentrador de carbono, a partir do qual ha promogao
do aumento de CO, ao redor do sitio da Rubisco, sendo um deles a via
fotossintética C4 (CHRISTIN et al., 2015). Dessa maneira, plantas C4 possuem
uma divisdo espacial, com a fotossintese sendo realizada em dois
compartimentos diferentes, as células do mesofilo e as células da bainha do feixe
vascular. A PEPc é a carboxilase priméaria que catalisa apenas CO, formando
acidos organicos de quatro carbonos na célula do mesofilo. Esses acidos sdo
transportados para a célula da bainha onde sdo descarboxilados e usados pela

Rubisco, permitindo que, nesse tipo fotossintético, exista uma alta concentragéo
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de CO,, ao redor do sitio enzimatico, suprimindo a fotorrespiracdo (SAGE,
2004; SAGE; CHRISTIN; EDWARDS, 2011).

A evolucdo da via C4 é um processo complexo de aquisicdo de
caracteres bioquimicos e anatdmicos e desenvolvimento de novos atributos que
permitem a existéncia dessa variacdo fotossintética (CHRISTIN; OSBORNE,
2014). Embora seja complexa, a transicdo entre as vias C3 e C4 ndo é dificil,
uma vez que se parte de pré-adaptacGes existentes (SAGE, 2001; EDWARDS;
SMITH, 2010). Essas modificagdes, entretanto, requerem sofisticados processos
regulatérios para operar todos os niveis de expressdo génica e funcionamento
proteico (LANGDALE, 2011).

Do ponto de vista bioguimico, verifica-se que a PEPc ja existia em
plantas C3, exercendo func¢Bes nao-fotossintéticas como modulagdo do turgor
das células-guarda, fixacdo anaplerética de CO,, regulacdo do pH e outras
(GOWIK; WESTHOFF, 2011), sendo 0 mesmo observado para enzimas como
NADP-ME?, NAD-ME* e PEPCK® (CHRISTIN et al., 2009; SAIGO et al.,
2013). Do ponto de vista anatdmico, em plantas C3, existe um elevado nlimero
de células do mesofilo entre os feixes vasculares, enquanto em C4 esse nimero é
reduzido, o que facilita a troca de metabdlitos durante a fotossintese
(EDWARDS; VOZNESENSKAYA, 2011). O produto da carboxilacdo pela
PEPc é o oxaloacetato (OAA), que pode ser convertido a malato (no tipo NADP-
ME) no cloroplasto do mesofilo ou a aspartato (nos tipos NAD-ME e PEPCK)
no citosol. Esses acidos, ao serem transportados para a célula da bainha, podem
ser descarboxilados pelas enzimas NADP-ME, NAD-ME ou PEPCK. No tipo
NADP-ME, isso ocorre no cloroplasto da célula da bainha, ja nos tipos que
transportam aspartato este é convertido a OAA e/ou malato e a descarboxilacao
ocorre no mitocondria (NAD-ME) ou no citosol (PEPCK) (FURBANK, 2011).

® Enzima descarboxilativa Desidrogenase do Malato dependente de NADP*
* Enzima descarboxilativa Desidrogenase do Malato dependente de NAD*
® Enzima descarboxilativa Carboxiquinase do Fosfoenolpiruvato
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A organizacéo anatdmica envolvida na via fotossintética C4 é chamada
de anatomia Kranz, caracterizada por células da bainha do feixe vascular
aumentadas e células do mesofilo formando anéis concéntricos ao redor do feixe
vascular (SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012). As células da bainha em plantas
C4, além de serem maiores e mais numerosas, apresentam maior quantidade de
cloroplastos do que em uma folha tipicamente C3 (MUHAIDAT et al., 2011;
SAGE; CHRISTIN; EDWARDS, 2011). Em contrapartida, células do mesofilo
de plantas C4 possuem cerca da metade do nimero de cloroplasto em relacéo a
plantas C3, uma vez que essas organelas ndo estdo mais envolvidas na fixagdo
de carbono nessas células (STATA et al., 2014).

Valores de discriminagdo de isotopos de carbono também diferenciam
C3 e C4 quanto ao metabolismo fotossintético, sendo essa caracteristica bastante
utilizada em estudos de evolugao da via C4 (GPWG Il, 2012). Os is6topos de
carbono variam de acordo com a discriminacdo diferencial das enzimas Rubisco
e PEPc, levando em consideragdo as diferencas na compartimentalizacdo entre
os dois tipos de vias fotossintéticas (BRUGNOLI; FARQUHAR, 2000). Existem
dois tipos de is6topos de carbono estaveis na atmosfera, o *?C (mais leve) e 0 **C
(mais pesado). Em cada etapa da fotossintese, h4 discriminagdo contra o *°C,
sendo isso mais evidente na etapa carboxilativa (BRUGNOLI; FARQUHAR,
2000). Uma vez que a Rubisco possui maior preferéncia pelo isétopo mais leve,
ou seja, discrimina mais contra o *C, plantas C3 possuem valores médios de
isétopos de carbono de -28%. (O’LEARY, 1981). J& a PEPc, por discriminar
menos contra o is6topo mais pesado, possui valores entre -13 e -8%o, a depender
do tipo de enzima descarboxilativa utilizada (FARQUHAR, 1983).

Apesar de possuir gastos energéticos maiores que plantas C3,
principalmente por conta da necessidade de regenerar o substrato da PEPc nas
células do mesofilo (EHLERINGER; CERLING; HELLIKER, 1997; VON
CAEMMERER, 2000), a via C4 possui beneficios. Plantas que utilizam essa via
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fotossintética sdo capazes de reduzir a fotorrespiragcdo, pois 0 mecanismo
concentrador de carbono utilizado por elas permite que as concentraces desse
gés no compartimento celular da Rubisco atinjam valores de 1500 pmol.mol™
(KEELEY; RUNDEL, 2003; SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012). Isso
contribui para maior eficiéncia do uso da &gua, por aumentar o rendimento
fotossintético desses vegetais. A manutencdo de altos valores de eficiéncia do
uso da agua pode ser decorrente da reducdo da condutancia estomatica, uma vez
que a principal fonte de CO, para essas espécies é proveniente dos acidos de
quatro carbonos das células do mesofilo (SAGE, 2004). Esse maior rendimento
relacionado ao metabolismo fotossintético permite que, mesmo sob maior
irradiancia, as plantas C4 continuem sendo eficientes (SAGE; ZHU, 2011).
Além disso, plantas C4 possuem maior eficiéncia do uso do nitrogénio, por
investirem menos em Rubisco quando comparadas as C3 (KEELEY; RUNDEL,
2003).

2.2 Declinio na concentracdo atmosférica de CO, como condi¢do promotora
do surgimento da via C4

Nos primeiros anos da histéria da Terra, eventos de wvulcanismo
mantiveram a atmosfera do planeta Terra com altas concentragfes de CO,
(CERLING; EHLERINGER; HARRIS, 1998), favorecendo o surgimento da via
fotossintética ancestral, a C3, a cerca de 2900 Ma (FIGURA 1; SAGE, 2004;
CHRISTIN; OSBORNE, 2013). Entretanto, o escoamento de CO, para 0s
oceanos e depositos organicos, aumento da atividade fotossintética e
intemperismo causaram a reducdo da concentragdo desse gas, na atmosfera,
durante os Gltimos 65 Ma, que culminou no final da Era Cenoz6ica com valores
médios de 180 ppm (CERLING; EHLERINGER; HARRIS, 1998; ZACHOS et
al., 2001). Acredita-se que os eventos tectdnicos de colisdo do subcontinente

indiano com o continente asiatico que resultaram na elevagdo do Himalaia foram
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responsaveis por consumir elevadas quantidades de CO, da atmosfera
(CERLING; EHLERINGER; HARRIS, 1998).

Figural- Linha do tempo geol6gica apontando 0s principais eventos
relacionados com o surgimento e a expansdo C4. P, Paleogeno; N,
Neogeno; Q, Quartenario. Tempo em milhdes de anos atras (Ma).

Pré-Cambriano Fanerozdico
Cenozoico
P N Q
Eoceno Mioceno Pleistoceno
55 Ma 23 Ma 2Ma
ISR | | | S | | S S — | |
Paleoceno Oligoceno Plioceno
2900 Ma 500 Ma 65 Ma 32 Ma 5 Ma
Rubisco Plantas Terrestres Queda [CO,]

Via C4 Expansdo C4

Assim, o declinio das concentrac@es de CO, para valores abaixo do que
é considerado limite para o funcionamento da via C3, foi tratado como o
principal driver para o surgimento e a expansdo de ecossistemas C4,
modificando os padrdes de flora e fauna (CERLING et al., 1997; CERLING;
EHLERINGER; HARRIS, 1998). Modelos de rendimento quéantico de CO,
indicam que plantas C3 teriam maior desempenho quando comparadas as C4,
uma vez que estas possuem gasto metabolico extra para a regeneracdo de
fosfoenolpiruvato. Entretanto, em condigdes de elevadas temperaturas e baixas
concentracdes de CO,, como sdo sugeridas para o final do Cenozdico (entre o
final do Mioceno e o inicio do Plioceno), plantas C4 foram favorecidas, por
conta do mecanismo concentrador de CO,, responsavel por suprimir a
fotorrespiracdo (EHLERINGER; CERLING; HELLIKER, 1997; CERLING;
EHLERINGER; HARRIS, 1998).
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O Mioceno é considerado um periodo de mudangas-chave que levaram a
era glacial do final do Cenozdico o que permitiu o surgimento da biota moderna
(ZACHOS et al., 2001). Analises de is6topos de carbono relacionados com
paleosolos e paleodietas indicam a rapida expansdo e dominancia de
ecossistemas terrestres C4 em vérias partes do mundo, no final do Mioceno e
inicio do Plioceno, periodo compreendido entre 8 e 5 Ma (CERLING et al.,
1999; TIPPLE; PAGGANI, 2007; OSBORNE, 2011). A reposicdo de florestas
fechadas por é&reas abertas foi acompanhada da modificacdo da fauna
(CERLING et al., 1997; CERLING; EHLERINGER; HARRIS, 1998), que hoje
pode ser utilizada como registro fossil para suporte de informagdes sobre os
primeiros ecossistemas C4 do planeta Terra.

A mudanga de vegetacdo ligada a da fauna esté relacionada com o fato
de que grande parte da proteina foliar de plantas C4 esta localizada nas células
da bainha, que possuem paredes celulares mais espessas, 0 que torna mais dificil
0 acesso ao conteudo proteico quando comparado as plantas C3 (CERLING;
EHLERINGER; HARRIS, 1998), sustentando altos niveis de herbivoria
presentes em ecossistemas C4 (HECKATHORN et al., 1999). No Paquistdo, a
dieta animal foi completamente modificada de C3 para C4 a 6 Ma, periodo
referente ao aumento do nimero de poaceas C4 (CERLING et al., 1997). Ja na
América do Sul, a dieta C4 para animais passa a ser importante 7,6 Ma
(CERLING et al., 1997).

Apesar de mais de 60% das plantas C4 estarem presentes em ambientes
guentes como as savanas, o0s ciclos glacial-interglacial influenciaram a expanséo/
contracdo dos ecossistemas C4 (EDWARDS et al., 2010), sendo isso bem
relacionado com as baixas concentragdes de CO,. As menores temperaturas das
eras glaciais fizeram com que a evapotranspiracdo dos oceanos fosse reduzida,
provocando o declinio do CO, atmosférico, que atingiu um minimo de 180 ppm
(CERLING; EHLERINGER; HARRIS, 1998). Assim, os intervalos de tempo
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mais frios da histdria da Terra, reduzem a fotorrespiragdo em plantas C3, porém
sdo insuficientes para remediar os efeitos causados pelas baixas concentracdes
de CO,, sendo esperado o surgimento de plantas C4 durante as eras glaciais,
mesmo em regides atualmente tropicais (EHLERINGER; CERLING;
HELLIKER, 1997; CERLING; EHLERINGER; HARRIS, 1998; OSBORNE,
2011). Existem evidéncias de que o ultimo periodo glacial foi responsavel pela
expansdo de ecossistemas C4 na Africa Central e no Leste desse continente,
causando a retragdo da floresta (EHLERINGER; CERLING; HELLIKER, 1997;
CERLING; EHLERINGER; HARRIS, 1998).

Dessa maneira, de acordo com Cerling, Ehleringer e Harris (1998), a
hipotese intitulada CO, starvation considera as baixas concentragbes de CO,
referentes ao periodo do final do Mioceno como o fator Unico e primario para o
surgimento da via fotossintética C4, o que é ratificada pela expansdo desses
ecossistemas. Entretanto, ndo existem evidéncias concretas de que o Mioceno foi
marcado por periodos prolongados de baixas concentragdes de CO,, como
sugerido por relatos geoguimicos (PAGANI; FREEMAN; ARTHUR, 1999;
PAGANI et al., 2005).

Atualmente, sabe-se que valores baixos de CO, existiram na atmosfera
10 Ma antes do periodo em que é registrada a expansdo desses ecossistemas,
durante o final do Oligoceno (OSBORNE, 2011). Da metade até o final do
Eoceno (45- 33Ma), os valores de CO, na atmosfera eram em torno de 1500
ppm e decresceram até o Oligoceno (~ 180 ppm) (PAGANI et al., 2005). O
declinio de CO,, durante o Oligoceno, que durou até a Revolucdo Industrial,
criou um ambiente favoravel ao surgimento da via C4 (PAGANI et al., 2005;
CHRISTIN et al., 2008).
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Com base em dados filogenéticos e moleculares, a origem C4 mais
antiga é encontrada na subfamilia Chloridoideae® e datada de 32-25 Ma
(Oligoceno) que coincide com o declinio consideravel de CO, (FIGURA 1,
CHRISTIN et al., 2008). Assim, plantas C4 ja poderiam existir no inicio do
Neogeno, entretanto sua expansdo coordenada com a mudanca da fauna e
insercdo na dieta destes, somente ocorreu no final do Mioceno- inicio do
Plioceno (8- 3 Ma), uma vez que as subsequentes origens de plantas C4
continuam sendo datadas até 3- 2 Ma (PAGANI; FREEMAN; ARTHUR, 1999;
OSBORNE, 2011). Essas plantas, provavelmente, permaneceram raras e
isoladas em ambientes extremos até encontrarem condi¢cdes ambientais ideais
para que pudessem dominar os biomas (SAGE; CHRISTIN; EDWARDS, 2011,
CHRISTIN et al., 2008; OSBORNE, 2011). Apesar do fdssil mais antigo de
anatomia Kranz ser datado de 12,5 Ma, a auséncia de registros anteriores pode
ser explicada pelo fato dessas plantas crescerem em ambientes onde estdo
expostas a incéndios naturais, sendo oxidadas o que ndo favorece a preservacao
de matéria organica (CERLING, 1999; CHRISTIN et al., 2008).

Os valores de CO, (~320 ppm) registrados durante o Mioceno fazem
com gue haja um desacoplamento entre baixas concentragdes de CO, e expansdo
de ecossistemas C4 (PAGANI; FREEMAN; ARTHUR, 1999; PAGANI et al.,
2005). Assumindo os modelos de fotossintese, o surgimento da via C4 é
favorecido pelas baixas concentragdes de CO, do final do Oligoceno em relacéo
a C3 (PAGANI; FREEMAN; ARTHUR, 1999). Entretanto, por conta do
intervalo entre o surgimento (final do Oligoceno) e expansdo C4 (final do
Mioceno), é possivel que os baixos niveis de CO, ndo sejam o Unico fator
responsavel pelas modificacbes de flora e fauna (PAGANI; FREEMAN;

ARTHUR, 1999), suportando a hipdtese de que outras mudancgas climéticas

®  Subfamilia de poaceas inclusa no clado PACMAD, onde se encontram classificadas

todas as poaceas C4.
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mundiais tenham favorecido a expansao e diversificagdo C4 (CHRISTIN et al.,
2008).

2.3 O estabelecimento de forte sazonalidade influenciou a expanséo e a

dominancia de ecossistemas C4

A expansdo de ecossistemas C4 ocorreu predominantemente no final do
Mioceno e inicio do Plioceno, em diferentes ritmos, sem possuir
necessariamente uma sincronia global (EDWARDS; STILL, 2008). O declinio
de CO, pode ter sido responsavel por selecionar as primeiras linhagens de
plantas C4 (KEELEY; RUNDEL, 2003), porém, durante o Mioceno, as
concentragdes de CO, variaram de 200 a 460 ppm, sendo apenas a variagdo
desse fator insuficiente para modificar paisagens inteiras (WU et al., 2014).
Assim, as linhagens C4 ja existentes parecem ter sido mais responsivas as
mudancas de clima especificas de cada regido do que a concentracdo de CO,
(EDWARDS et al., 2010; STROMBERG, 2011; WU et al., 2014), sendo as reais
causas ainda controversas (PAGANI; FREEMAN; ARTHUR, 1999). Diversas
hip6teses paleoclimaticas tentam explicar quais condi¢cdes foram responsaveis
pela ampliacdo das areas ocupadas por esses ecossistemas (OSBORNE, 2008).

As plantas C4 possuem maior eficiéncia do uso da &gua e nutrientes,
além de alta capacidade fotossintética, mesmo sob elevadas temperaturas.
Entretanto, apesar das diferencas entre C3 e C4 serem essenciais, € pouco
provavel que apenas fatores ligados a fisiologia foliar sejam responsaveis por
promover a expansdo desses ecossistemas (EDWARDS et al., 2001; SCHEITER
et al., 2012). E provéavel que o aumento do nimero de plantas C4 no final do
Mioceno esteja ligado ao estabelecimento de regimes paleoclimaticos sazonais e
a perda de cobertura florestal (OSBORNE; BEERLING, 2006), que ocorreram
tanto em dareas tropicais quanto em temperadas (PAGANI; FREEMAN;
ARTHUR, 1999). Assim, a expansdo C4 foi dirigida por fatores, como
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herbivoria, fogo, topografia, biodiversidade, deposi¢édo de sedimentos (CHEN et
al., 2015) que, em conjunto com condicOes climaticas regionais, desencadearam
0 aparecimento e a dominancia dessa vegetacdo (HUANG et al., 2001;
ZACHOS et al., 2001; WU et al., 2014).

O aparecimento de paisagens dominadas por poaceas C4 é datado de
aproximadamente 7,7 Ma no Paquistdo, 7,0 Ma no Nepal e 6,0 Ma no norte da
india (OSBORNE; BEERLING, 2006). Em algumas regides, a expansio desses
ecossistemas parece ter sido favorecida por condi¢bes de limitacdo hidrica e
aumento de temperatura, como no caso do Nepal onde houve uma reducdo na
guantidade de chuvas, entre 8 e 3 Ma (WU et al.,, 2014). O aumento da
frequéncia de estacdes secas provocou a morte de muitas arvores, favorecendo a
invasdo de poaceas C4 (OSBORNE, 2008). Nesse caso, a aridez seria
considerada um driver que favoreceria as plantas C4 em locais com suprimento
hidrico limitado, por estas possuirem maior eficiéncia do uso da agua (WU et al.,
2014).

Por outro lado, no subcontinente indiano, poaceas C4 foram favorecidas
pelo aumento de uma estacdo chuvosa e quente (HUANG et al., 2001), condicéo
que se estabeleceu na Asia no final do Mioceno (7,5 Ma), por conta da
intensificacdo do clima de mon¢Ges (ZACHOS et al., 2001; WU et al., 2014). O
clima de mongdes apresenta um verdo Umido e quente e um inverno frio e seco,
sendo que essa sazonalidade marcada pode ter sido responsavel pelo
estabelecimento de pastagens naturais e retracdo florestal (ZHISHENG et al.,
2005; OSBORNE; BEERLING, 2006). J4 na parte leste da Asia, a biomassa C4
do final do Mioceno possui forte relagdo com o incremento da temperatura e da
precipitacdo durante a estagdo quente (ZHISHENG et al., 2005). Nessa regido, a
manuten¢do da vegetagdo C4 a 2,6 Ma, é relacionada com o aumento dos
eventos de queimadas, em conjunto com aridez e sazonalidade (ZHOU et al.,
2014).
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Sugere-se que, no inicio e metade do Mioceno, as paisagens fossem
ocupadas por um mosaico floresta-pastagem (STROMBERG, 2011), o que foi
mantido pela auséncia de eventos de fogo, atrasando a expansdo de ecossistemas
inteiramente dominados por poaceas C4 (SCHEITER et al., 2012). O fogo
modifica a aridez e, consequentemente, a distribuicdo vegetacional, resultando
na substituicdo de ambientes florestais por pastagens (LUNT et al., 2007;
SCHEITER et al., 2012). A presenca de eventos de queimadas aliada a forte
sazonalidade pode explicar a expansdo C4 em algumas partes do mundo a custa
de &rvores e outras plantas C3, bem como sua manutencdo até os dias atuais
(KEELEY; RUNDEL, 2005; LUNT et al., 2007; KIM et al., 2016).

Evidéncias de depdsitos de carvdo em sedimentos marinhos no Oceano
Pacifico (KEELEY; RUNDEL, 2005) e estudos de modelagem vegetacional na
Africa (SCHEITER et al., 2012) suportam a ideia da ocorréncia de queimadas no
final do Mioceno. Acredita-se que, nesse periodo, o clima tenha se tornado mais
sazonal, com a delimitacdo de duas estagdes na qual uma era Umida e altamente
produtiva, com acumulo de biomassa para queimadas, € a outra era seca e com a
vegetacdo sujeita a combustdo (KEELEY; RUNDEL, 2003; EDWARDS et al.,
2010; HOETZEL et al., 2013). O feedback para a aridez e o fogo € criado pela
reducdo da quantidade de chuvas, uma vez que a transpiracdo em poaceas é
menor que a de arvores (BEERLING; OSBORNE, 2006), além do fato de que
poaceas sdo menos eficientes em reciclar umidade (HOETZEL et al., 2013).
Assim, a presenca de um ambiente altamente flamavel diminui a quantidade de
arvores, criando areas abertas, com mais radiagdo e maiores temperaturas,
promovendo a invasdo de poaceas C4 (LUNT et al., 2007; SCHEITER et al.,
2012).

De acordo com Beerling e Osborne (2006), uma vez iniciado o processo
de deterioracdo florestal, é inevitavel que essa area se torne uma savana,

sugerindo-se que a hipdtese de feedback fogo-climatica explique a réapida
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transformacdo de florestas em savanas C4 no “Velho Mundo™’ durante o
Mioceno. Entretanto, esse cenério ndo foi observado em todas as partes do
mundo durante o final do Mioceno, uma vez que algumas regides ainda nao
possuiam estacdes bem definidas (KEELEY; RUNDEL, 2005). As diferencas
nos padrbes de estabelecimento de pastagens, ao redor do mundo, mesmo em
latitudes similares, corroboram com a ideia de que condic¢Bes climaticas locais
sd0 os principais fatores relacionados com o surgimento de ecossistemas abertos
e da dominancia C4 (EDWARDS et al., 2010; STROMBERG, 2011).

O estabelecimento de biomas C4 na América do Sul foi mais complexo
gue em outras partes do mundo (JACOBS; KINGSTON; JACOBS, 1999), pois
apesar de areas C4 somente surgirem a partir do final do Mioceno (JACOBS;
KINGSTON; JACOBS, 1999; STROMBERG, 2011), ja existiam areas abertas
dominadas por poaceas C3 antes desse periodo. De um modo geral, as poaceas
C3 dominaram até metade do Mioceno, seguidas por uma vegetacdo com padréo
misto C3 e C4 (LATORRE; QUADE; MCINTOSH, 1997; KIM et al., 2016). J&
a expansdo C4, mesmo esta ja estando presente a 16,7 Ma (STROMBERG,
2011), foi gradual durante o final do Mioceno até metade do Plioceno (3,5 Ma),
com pico apenas 4 Ma (LATORRE; QUADE; MCINTOSH, 1997; LE ROUX et
al., 2012; KIM et al., 2016). Nesse periodo, na América do Sul, as areas abertas
passam a ser dominadas por quase 70% de vegetacdo C4 (JACOBS;
KINGSTON; JACOBS, 1999).

No inicio do Mioceno, ja existia um numero significativo de

representantes Pooideae® e PACMAD® na formagdo Sarmiento, confirmando a

Termo generalizado que define a parte do mundo que inclui os continentes Europa,
Asia e Africa.

Subfamilia de poaceas inclusas no clado BEP, onde ndo se observa evolucdo da
fotossintese C4.

Clado de poaceas onde se encontram diversas transi¢fes entre a via C3 e a C4.
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ideia de que a diversificagio taxondmica desses clados'® em &reas abertas na
América do Sul ocorreu pelo menos a 20 Ma (STROMBERG et al., 2013).
Depois do Mioceno, a dieta C4 passou a ser parte essencial na dieta de
herbivoros localizados em latitudes menores, além de que as poaceas C4
passaram a ser caracteristicas de regides tropicais e subtropicais, enquanto as C3
ficaram, em sua maioria, confinadas em regides temperadas e mais proximas aos
polos (MACFADDEN et al., 1999; BREMOND; BOOM; FAVIER, 2012). Isso
mostra que plantas C4 requerem um minimo de temperatura e irradiancia para
dominar os ambientes (BREMOND; BOOM; FAVIER, 2012).

Uma vez estabelecidas as areas abertas, é provavel que, na América do
Sul, a expansdo C4 tenha sido dirigida por sazonalidade, eventos de queimadas e
aridez (KIM et al., 2016), sendo essas condi¢cdes ambientais também
responsaveis pelo favorecimento C4 em relagdo as poaceas C3, por conta das
vantagens fisiologicas (SCHEITER et al., 2012). No norte da Argentina, durante
o final do Mioceno, parte da cordilheira dos Andes estava se formando, o que,
possivelmente, modificou o clima, regime de chuvas e, em consequéncia,
favoreceu a expansdo C4, bem como suas varia¢cGes em abundancia (LE ROUX,
2012; COTTON; HYLAND; SHELDON, 2014). Na transi¢do do Mioceno para
o Plioceno, as temperaturas se tornaram mais elevadas e a média de pluviosidade
caiu para menos de 500 mm (LE ROUX, 2012), o que auxiliou no
estabelecimento de um clima mais sazonal, com verdo chuvoso e inverno seco,
similar ao clima de mongOes asiaticas (COTTON; HYLAND; SHELDON,
2014).

A maior expansdo de plantas C4, na América do Sul, ocorreu durante o
Plioceno e inicio do Pleistoceno e pode ter sido afetada pela diminuigdo da
temperatura do oceano, que controla a umidade do ar e, consequentemente, a

aridez (KIM et al., 2016). O aumento da aridez, além de se relacionar com a

19 Grupo de organismos originados de um dnico ancestral comum
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expansdo de inimeros ecossistemas C4 pelo mundo (JACOBS; KINGSTON;
JACOBS, 1999), favorece o aumento do numero de eventos de queimadas bem
caracteristicos do surgimento desse tipo de vegetacdo (EDWARDS et al., 2010;
COTTON; HYLAND; SHELDON, 2014; KIM et al., 2016). Desde 11 Ma, uma
série de eventos de queimadas tem sido registradas na América do Sul, sendo
estes sempre seguidos da dominancia dos ambientes por espécies C4 (KIM et al.,
2016). Assim, apesar da necessidade de mais estudos para entender o qudo
rapido as linhagens C4 transformaram o ambiente, especialmente nos trépicos,
sabe-se que essa expansao foi, principalmente, promovida pelo estabelecimento
de sazonalidade climatica e eventos de queimadas (SIMON et al., 2009).
Entretanto, o fato de algumas areas somente se tornarem dominadas por C4 no

Pleistoceno mostra a falta de sincronia desse fenémeno em nivel mundial.
2.4 Poéaceas C4 sao tipicas de ambientes tropicais e subtropicais

O registro mais antigo de poacea foi encontrado na Africa e América do
Sul durante o Paleoceno entre 60 e 55 Ma (JACOBS; KINGSTON; JACOBS,
1999), entretanto a sua diversificagdo € um evento mais recente na histdria da
Terra. Os maiores eventos de expansdo de ecossistemas C4 ocorreram entre 0
final do Mioceno e o inicio do Plioceno, em diferentes areas tropicais e
subtropicais do planeta (EHLERINGER; CERLING; HELLIKER, 1997), sendo
estes relacionados, principalmente, com a intensificacdo da sazonalidade
(PAGANI; FREEMAN; ARTHUR, 1999). A via C4 possui mais de 62 origens
independentes em plantas superiores, existindo cerca de 7500 espécies C4
distribuidas em 19 familias de podaceas, ciperaceas e eudicotileddneas (SAGE,
2004; SAGE; CHRISTIN; EDWARDS, 2011; SAGE, 2016).

Embora exista uma média de 1700 espécies eudicotiledbneas C4, as
monocotileddneas C4 representam uma por¢do maior, sendo conhecidas 4600
espécies poaceas C4 (EHLERINGER; CERLING; HELLIKER, 1997; SAGE;
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LI; MONSON, 1999; SAGE; CHRISTIN; EDWARDS, 2011). Dessa forma, a
expanséo e dominancia da via C4, muitas vezes se confunde com o surgimento
de areas de pastagens e poaceas C4. Enquanto diversos drivers ambientais
(sazonalidade, aridez e queimadas) foram responsaveis pela expansdo de
poaceas C4, em algumas eudicotiled6neas esse processo parece estar relacionado
com salinidade, como nas linhagens de Chenopodiaceae (SAGE; CHRISTIN;
EDWARDS, 2011) e com a combinagdo entre aumento da aridez e baixa
concentragdo de CO, relativos aos periodos glaciais (EHLERINGER;
CERLING; HELLIKER, 1997). O fato de esses periodos de tempo serem muito
mais curtos (20000 a 30000 anos) na historia da Terra, explica a menor
abundéncia de eudicotileddneas em relagio a monocotileddneas C4
(EHLERINGER; CERLING; HELLIKER, 1997).

No total, o nimero de espécies C4 representa apenas 3% das plantas
terrestres (SAGE; STATA, 2015), entretanto sdo capazes de dominar biomas
inteiros, como savanas, chegando a cobrir mais de 35% da superficie da Terra
(SAGE; WEDIN; LI, 1999; STROMBERG, 2011). As poéaceas C4 concentram-
se em regides tropicais, subtropicais e temperadas quentes, localizadas em
médias e baixas latitudes e altitudes, sendo a presenca dessa via fotossintética
uma facilitadora para essa distribuicdo (SAGE; WEDIN; LI, 1999; EDWARDS
et al., 2010). Esse padrdo reflete as vantagens fisiolégicas que plantas C4
possuem sobre C3, em regides quentes e aridas (SAGE; WEDIN; LI, 1999;
LUNT et al., 2007).

A distribuicdo de poéceas C4 se relaciona com a temperatura, sendo que
estas possuem o requerimento de uma estacdo de crescimento quente e rapida e
acesso a radiacdo (PAGANI; FREEMAN; ARTHUR, 1999; SAGE; WEDIN;
LI, 1999; EDWARDS; STILL, 2008; BREMOND; BOOM; FAVIER, 2012).
Uma provavel explicacdo para essa relacdo € que muitas linhagens C4 ja
estariam pré-adaptadas a ambientes quentes (EDWARDS; STILL, 2008). Assim,
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em baixas temperaturas as poaceas C4 sdo quase inexistentes, entretanto acima
de 20°C, por mais que exista sobreposi¢cdo de poédceas C3 e C4, as primeiras
ocupam regides de sub-bosgue e as C4 ocupam locais abertos de alta irradiancia
(BREMOND; BOOM; FAVIER, 2012). Se existentes em locais com invernos
rigorosos, plantas C4 sobrevivem em estado de dorméncia (SAGE; WEDIN; LI,
1999). Assim, a diversificacdo para ambientes frios € rara, sustentando a ideia de
que poaceas C4 possuem um conservadorismo tropical'* (EDWARDS; SMITH,
2010).

H& diminuicdo consideravel da abundancia de poaceas C4 acima de
2500 m de altitude e quase total auséncia acima de 4000 m de altitude
(BREMOND; BOOM; FAVIER, 2012). As poucas poaceas C4 que ocupam
regides elevadas, como exemplo , nos Andes, podem estar relacionadas com
condi¢bes microclimaticas especificas de altas temperaturas (BREMOND;
BOOM; FAVIER, 2012). Como as baixas e médias latitudes também podem ser
ocupadas por florestas, uma das principais interac6es que afeta a distribuicdo C4
€ a competicdo entre estas e espécies arboreas C3 (EDWARDS et al., 2010;
BOND; MIDGLEY, 2012). Assim, a expansdo de ambientes ocupados por
poaceas C4 é diretamente dependente da retracdo florestal (BOND; MIDGLEY,
2012). Uma vez que as maiores areas de pastagens C4 ocorrem em locais com
altas taxas de queimadas (BOND; MIDGLEY, 2012), existe limitacdo do
recrutamento de espécies arbdreas (EDWARDS et al., 2010).

As poaceas C4 possuem alta taxa de crescimento, durante a estacdo
chuvosa e a baixa taxa de decomposi¢do foliar que favorece o acumulo de
biomassa para as queimadas (BOND, 2008). Essas plantas possuem reservas e

meristemas protegidos abaixo do solo, além de rebrotarem rapidamente ap6s

! Hipbtese gerada a partir da observacdo de que somente poucas linhagens teriam se
diversificado fora dos trépicos, pelo fato de que baixa temperatura é uma das
barreiras mais dificeis para o desenvolvimento e estabelecimento de organismos
(revisado por EDWARDS; SMITH, 2010).
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desfolha causada pelo fogo (BOND, 2008; SAGE, STATA, 2015). Por estar em
ambientes geralmente mais quentes e com limitacdo de suprimento hidrico, a
alta eficiéncia do uso da &gua permite sua distribuicdo nesses locais
(OSBORNE, 2008; EDWARDS et al., 2010) e isso limita o estabelecimento de
arvores (EDWARDS; SMITH, 2010). Além disso, poaceas C4 possuem sistema
radicular mais fibroso que permite explorar o solo de maneira mais intensa do
que raizes pivotantes de arvores (BOND, 2008).

A América do Sul possui uma variacdo topografica e condicBes
climéaticas que permitem o estabelecimento de ecossistemas dominados por
poaceas C4 (JACOBS; KINGSTON; JACOBS, 1999), sendo as savanas do
Cerrado brasileiro compostas por mais de 20% de poaceas C4 (SAGE; WEDIN;
LI, 1999). Nessas paisagens, ha presenca de algumas arvores e arbustos, embora
as poaceas C4 dominem o estrato herbaceo (BOND; MIDGLEY, 2012),
existindo uma ligagdo entre a evolucdo de linhagens C4 e o estabelecimento
desse bioma (EDWARDS; SMITH, 2010). Essa regido do mundo é considerada
0 hotspot de transicdes C3- C4 inclusas na tribo Paniceae'? (SAGE; CHRISTIN;
EDWARDS, 2011).

A Cadeia do Espinhaco, localizada nos estados da Bahia e Minas Gerais,
possui paisagens de campo rupestre® e a quantidade de poaceas C4 chega até
84% (GARCIA et al., 2009), com 198 espécies catalogadas na familia Poaceae
(SILVEIRA et al., 2016). A presenca desse tipo de vegetacdo, nessa area,
corrobora a ideia que relaciona condigdes abiGticas com distribuicdo C4. Areas
de campo rupestre possuem uma sazonalidade com invernos secos e verdes
chuvosos, além de solos pobres em nutrientes e com elevadas concentragdes de
aluminio (SILVEIRA et al., 2016). Assim, a distribuicdo C4 é em grande parte

determinada pelo tipo de vantagem competitiva que essa via fotossintética pode

12 Tribo pertencente & subfamilia Panicoideae do clado PACMAD.
3 Mosaico de pastagens associado com afloramentos rochosos (SILVEIRA et al., 2016).
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oferecer em um determinado ambiente, sendo que essas plantas sé&o,
predominantemente, favorecidas por estacbes quentes, em especial se hé seca e 0
fogo se tornarem comuns (EDWARDS et al., 2010; SAGE, 2016).

2.5 As poaceas C4 sdo classificadas no grupo PACMAD possuindo pontos

intermediarios entre as duas vias fotossintéticas

A histéria evolutiva de poaceas é complexa por causa do alto nivel de
polimorfismo entre as familias, em termos de vias metabdlicas, estruturas
morfoldgicas e distribuicdo geografica (BOUCHENAK-KHELLADI et al.,
2010). A familia Poaceae possui mais de 11 mil espécies divididas em alguns
dos clados mais importantes das plantas vasculares, além de ser caracterizada
como o maior ecossistema terrestre (STROMBERG, 2011; JONES; BURKE;
DUVALL, 2014). Esta é dividida em trés subfamilias bastante divergentes
Puelioideae, Pharoideae e Anomochloideae, distribuidas de forma esparsa em
ambientes florestais (GPWG 11, 2012; JONES; BURKE; DUVALL, 2014), e a
maioria das familias classificadas em dois clados BEP e PACMAD (GPWG I,
2012). O clado BEP (Bambusoideae; Ehrhartoideae e Pooideae) é formado
exclusivamente por espécies C3, enquanto o PACMAD (Panicoideae,
Arundinoideae, Chloridoideae, Micrairoideae, Aristidoideae e Danthonioideae)
possui tanto espécies C3 quanto C4 (GPWG II, 2012), onde a via C4 evoluiu
maltiplas vezes em mais de 20 origens distintas (CHRISTIN et al., 2008;
CHRISTIN et al. 2012; SAGE, 2016).

Das origens do PACMAD, 15 ocorrem na subfamilia Panicoideae, maior
linhagem dentro do clado (EDWARDS; SMITH, 2010). Essa subfamilia possui
11 tribos, dentre elas a Paniceae, que se divide em duas subtribos com base no
nimero de cromossomos, X=9 (subtribo Paniceae) e x=10 (subtribo Paspaleae)
(MORRONE et al.,, 2012). De acordo com essa classificacdo, dentro de

Paspaleae esta inclusa a subtribo Arthropogoninae, que inclui géneros com
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variagdes morfoldgicas, anatdmicas e fisioldgicas (FIGURA 2; GIUSSANI et
al., 2001). Essa subtribo possui varios géneros distribuidos na América do Sul,
com um elevado numero de transi¢Bes entre as vias C3 e C4 (GPWG I, 2012).
Essa evolucdo recorrente de fotossintese C4 em poéceas apresenta-se como uma
oportunidade para diversas variagbes, uma vez que cada surgimento ocorreu
com condicdes internas e externas Unicas, sendo necessario entender como as
caracteristicas dessa via se integraram em cada um desses organismos
(EDWARDS et al., 2010).

Figura 2 - Filogenia da subtribo Arthropogoninae mostrando os pontos de
surgimento da via C4 (representados pelas linhas vermelhas).
Fonte: Grass Phylogeny Working Group Il (GPWG 11, 2012).
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O agrupamento de origens C, no PACMAD indica que determinadas
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linhagens possuem caracteristicas facilitadoras da evolugdo dessa via
fotossintética, que podem ser identificadas por padrdes que estdo estritamente
relacionados entre os grupos C; e C, dentro de um mesmo clado filogenético
(GPWG I, 2012; CHRISTIN et al., 2013b). A existéncia de caracteres

anatdémicos ‘tipo C4” no ancestral comum das espécies PACMAD permitiu que
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esse clado pudesse recorrer a evolugdo dessa via (CHRISTIN et al., 2013a).
Acredita-se que alguns genes ja estavam presentes nos ancestrais de poaceas C4
e foram passados para a maioria dos descendentes (CHRISTIN et al., 2013b;
CHRISTIN et al., 2015). A partir disso, alguns genes fazem a coopc¢do de
realizar funcdes relacionadas a via C4 e isso pode ocorrer multiplas vezes
(CHRISTIN et al., 2013b; CHRISTIN et al., 2015).

A coopcdo deve ter sido preferencial para genes que ja codificavam
proteinas com cinéticas similares ao “tipo C4”, o que diminui a quantidade de
mutacOes requeridas (CHRISTIN et al., 2015). Uma vez que 0s genes estdo
ativamente envolvidos na atividade da via C4, a selegcdo natural é capaz de atuar
a fim de aumentar a eficiéncia do ciclo, por meio de multiplas modificagdes em
relacdo a expressdo de enzimas e a suas propriedades cataliticas (HECKMANN
et al., 2013; CHRISTIN et al., 2015). Cada enzima se adapta a via C4, gerando
isoformas que tenham expressdo e localizacdo celular e subcelular do tipo C4
(CHRISTIN et al., 2015).

Entretanto, essa transicdo entre as vias C3 e C4 ndo ocorre de forma
abrupta de modo que é possivel identificar etapas intermediarias estaveis que sao
estabelecidas anteriormente ao aparecimento completo da via C4 (CHRISTIN et
al., 2013a; SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012). Em plantas intermediarias,
apesar das células da bainha possuirem organizacao similar a anatomia Kranz, as
células do mesofilo ndo formam uma camada concéntrica ao redor das células da
bainha, como é observado em plantas C4 (MONSON; RAWSTHORNE, 2000).
Porém, essa organizacdo auxilia na reducdo da distancia entre os feixes
vasculares, bem como no aumento da densidade de feixes vasculares, facilitando
a ocorréncia de mecanismo concentrador de carbono (SAGE;
KHOSHRAVESH; SAGE, 2014). A presenca dessas caracteristicas ja em
espécies C3 e intermedidrias seriam consideradas pré-condicBes para 0
surgimento da via C4 (GOWIK; WESTHOFF, 2011).
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A maior modificacgdo é relativa ao engajamento das células da bainha na
atividade fotossintética. Em uma etapa intermediéria inicial, pode-se perceber
gue estas jA& comecam a aumentar a quantidade de organelas em relacdo as
espécies C3 (SAGE; STATA, 2015), sendo esse tipo de espécie chamada de C3
proto-Kranz (MUHAIDAT et al., 2011). As células do mesofilo e da bainha
operam de forma independente, sendo que a expressdo GDC ocorre em ambos
os tipos celulares (SAGE; KHOSHRAVESH; SAGE, 2014). Numa etapa
subsequente, se estabelece um mecanismo rudimentar de concentracdo de
carbono, que é chamado de fotossintese C2, onde a metabolizagdo da glicina é
limitada as células da bainha (EDWARDS, 2014). Nesse caso, 0 termo C2 se
refere ao nimero de carbono da molécula de glicina que é transportada da célula
do mesofilo para a célula da bainha (SAGE; STATA, 2015).

As espécies C2 podem ser classificadas em tipo |, em que o transporte
de glicina funciona sozinho, concentrando CO, na célula da bainha ou tipo II,
em que o ciclo C2 é acompanhado por um modesto ciclo C4 (SAGE;
KHOSHRAVESH; SAGE, 2014). Depois de C2, a etapa seguinte dessa
evolucdo seriam as plantas que exibem caracteres C4-like, onde apesar de ja
haver modificagdes que as aproximam do tipo C4, incluindo a
compartimentalizagdo enzimatica, a atividade exclusiva da Rubisco na célula da
bainha € incompleta (SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012; SAGE;
KHOSHRAVESH; SAGE, 2014). Dessa forma, essas etapas visam a ativacao
das células da bainha e compartimentalizacdo enzimatica, de modo que na
medida em que mais caracteres vao sendo incorporados, a transi¢do para a via
C4 se torna mais facil (EDWARDS et al., 2010; SAGE; STATA, 2015).
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2.6 O conhecimento sobre como as espécies intermediarias medeiam a
transigdo entre as vias C3 e C4 pode auxiliar no aumento do rendimento

em culturas C3

A via C4, apesar de estar presente em apenas 3% do total de espécies
terrestres, é responsavel por aproximadamente 25% da produtividade priméria
global (EDWARDS et al., 2010; SAGE; ZHU, 2011). No contexto das
mudancas climaticas, o aumento de temperatura e dos periodos de seca podem
afetar a producdo de culturas e, consequentemente, a seguranca alimentar
(CONNOLLY-BOUTIN; SMIT, 2016; KORRES et al., 2016). Embora o
aumento de CO, atmosférico promova incremento das taxas fotossintéticas, esse
cenario associado ao aumento de temperatura é responsavel por diminuir a
produtividade de culturas C3, como exemplo o arroz (Oryza sativa)* (WANG et
al., 2016). Assim, uma possivel solu¢do para aumentar o rendimento de culturas
C3, que se trata da via fotossintética utilizada pela maioria das culturas, seria
inserir a via C4, utilizando o subtipo NADP-ME (MERTZ; BRUTNELL, 2014;
SAGE; ZHU, 2011; VON CAEMMERER; QUICK; FURBANK, 2012).

Modelos 3D de conexdo entre as células do mesofilo e da bainha em
arroz mostram que a integracdo entre os dois ciclos aumentaria as taxas de
fotossintese sob as condicfes atuais de CO, atmosférico (WANG; THOLEN;
ZHU, 2017). As diversas origens C4, bem como a facilitagdo de surgimento em
alguns grupos na natureza sdo evidéncias de que essa inser¢do de vias seria
direta e possivel (SAGE; ZHU, 2011; SCHULER; MANTEGAZZA; WEBER,
2016). Para isso, fazem-se necessarios estudos que envolvam grupos onde essa
via surgiu, considerando as espécies intermediarias que fornecerdo modelos, a
por meio dos quais pode-se obter informagdes em relagdo ao desenvolvimento

vascular, bem como a rede regulatdria de genes, possibilitando ajustes finos

14 Classificada na tribo Oryzeae, subfamilia Ehrhartoideae pertencentes ao clado BEP
(GPWG 11, 2012).
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anatémicos e bioquimicos (SCHULER; MANTEGAZZA; WEBER, 2016; VON
CAEMMERER; QUICK; FURBANK, 2012).

Como consequéncia do namero reduzido de espécies intermediarias para
monocotiledéneas, o conhecimento sobre o tema é restrito a clados de
eudicotileddneas (KHOSHRAVESH et al., 2016). O atual organismo modelo de
evolucdo da via C4 é Flaveria, entretanto por ser uma eudicotiledénea pode ter
uma utilidade limitada para poaceas como € o caso do arroz (SAGE; ZHU, 2011,
SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012). Diferente de outros grupos que perdem
espécies C4 relacionadas como Steinchisma e Parthenium (LUNDGREN et al.,
2015), o género “ndo C4” Homolepis ndo perde espécies C4 filogeneticamente
relacionadas, sendo o clado Homolepis/Mesosetum um forte candidato para
estudos de evolugdo C4 (GPWG I, 2012). Se a insercdo da via C4 em plantas
C3 for bem sucedida, isso pode representar um avango na solucdo de desafios
referentes ao aumento da producgdo de alimentos e bioenergia, além de diminuir
a pressdo por tornar areas florestais e outros habitats naturais em locais para
cultivos (SAGE; ZHU, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Mapas de Distribui¢do Ambiental

Realizou-se um levantamento dos registros de coletas realizadas no
Brasil para as espécies da subtribo Arthropogoninae no www.tropicos.org e
www.splink.org.br, definindo coordenadas geograficas para cada uma das
espécies. Para os fatores ambientais considerou-se altitude (m), temperatura
minima, média e maxima (°C), Fine Fuel Moisture Code (FFMC; VAN
VAGNER, 1987) e indice de Nesterov (NI; NESTEROV, 1949). O FFMC
indica o potencial de queimada enquanto NI o potencial de seca. Os dados foram
trabalhados em projecdo geogréfica latitude/longitude e DATUM=WGS84 na
resolucdo de 0,5° (~50 km), exceto para altitude em que a resolucédo foi de 90 m
(http://srtm.csi.cgiar.org/).

A partir disso, calculou-se a mediana de latitude e longitude para os
géneros “ndo C4”- Apochloa, Canastra, Oplismenopsis, Stephostachy e
Homolepis e C4- Altoparadisium, Arthropogon, Coleataenia, Cyphonanthus,
Keratochlaena, Mesosetum, Oncorachis e Tatianyx e, separadamente, para as
espécies H. aturensis, H. glutinosa, H. isocalycia, H. villaricensis, M. loliiforme
e M. ferrugineum. Essas medianas de ocorréncia de cada género/espécie com 0s
valores de 25°- 75° percentil foram relacionados com os fatores do ambiente ja
citados. Adicionalmente, geraram-se graficos relacionando esses fatores com a

distribuicdo geografica das espécies.
3.2 Material Vegetal

Fragmentos foliares de material herborizado de espécies da subtribo
Arthropogoninae (TABELA 1, ANEXO A) foram coletados no New York
Botanical Garden (NYBG). Foram coletados rizomas das espécies Apochloa
euprepes (Renvoize) Zuloaga & Morrone, Apochloa poliophylla (Renvoize &

Zuloaga) Zuloaga & Morrone, Homolepis glutinosa (Sw.) Zuloaga & Soderstr.,
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Homolepis isocalycia (G. Mey.) Chase, Homolepis longispicula (D6ll) Chase,
Mesosetum ferrugineum (Trin.) Chase e Mesosetum loliiforme (Hochst. ex
Steud.) Chase em diferentes areas da Serra do Cipd, Brasil (TABELA 2,
ANEXO). Ja as plantas de Homolepis aturensis (Kunth) Chase, foram obtidas a
partir de sementes provenientes da Costa Rica (TABELA 2, ANEXO).

As plantas de H. isocalycia, H. aturensis e Mesosetum ferrugineum
foram cultivadas em cdmara de crescimento (Conviron Ltda, Winnipeg, Canadd)
na Universidade de Toronto, com temperaturas médias de 30°C/24°C (dia/noite),
fotoperiodo de 14 horas e densidade de fluxo de fotons de 500 pmol. m?. s™.
Uma vez por semana, realizou-se a fertilizacdo com Miracle Grow Evergreen
Food (30-10-20), suplementados com Ca, Mg e Fe-EDDHA. As plantas de A.
euprepes, A. poliophylla, H. glutinosa, H. longispicula e M. loliiforme foram
cultivadas em casa de vegetagdo, no Setor Experimental da Universidade
Federal de Lavras, onde a densidade do fluxo de fétons ultrapassou 1200 pmol.
m?. s em dias ensolarados, sendo fertilizadas uma vez por més. Durante o
periodo experimental, todas as plantas foram mantidas em potes de 10 L
irrigadas diariamente para evitar déficit hidrico.

O motivo para a diminuicdo do numero de espécies ao longo das
analises realizadas foi decorrente das dificuldades referentes ao transporte das
espécies do Brasil para o Canadd e ao cultivo dos rizomas, situacbes que

causaram a morte de algumas delas.
3.3 Composicéo isotopica de carbono em matéria seca

Dos fragmentos foliares coletados de material herborizado (TABELA 1,
ANEXO), cerca de 2 mg foram enviados para o Laboratério de Biotecnologia e
Bioandlises da Universidade Estadual de Washington, para a determinacdo da

relagdo isotopica de carbono (SAGE et al., 2007).
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3.4 Anatomia foliar, ultraestrutura e imunomarcacao enzimatica

O material herborizado (TABELA 1, ANEXO) também foi utilizado
para andlise da anatomia foliar. Cerca de 10 g de tecido das espécies “tipo C3”-
H. villaricensis, A. cipoensis, A. molinioides, C. laceolata, O. najada, P.
gymnocarpum e “tipo C4”- A. piptostachya, A. xerachne, C. anceps, O.
macranta, O. ramosa e T. arnacites foram reidratados, fixados, emblocados e
seccionados para a obtencdo de seccdes transversais para analises anatémicas
(CHRISTIN et al., 2011). As imagens foram utilizadas para determinar a
distancia entre dois feixes vasculares (um) (partindo do meio de cada feixe). Por
se tratar de amostras antigas, realizou-se uma comparacao entre amostras de H.
glutinosa e H. aturensis provenientes de material herborizado e de plantas
cultivadas, sendo isso utilizado como padrdo para confirmar as informacdes
obtidas a partir do que foi reidratado (FIGURAS 1 e 2, ANEXO).

Realizou-se coleta da primeira folha recentemente expandida para
andlises de anatomia, ultraestrutura e imunomarcagdo enzimatica entre 9h e 11
h, utilizando um total de trés individuos por espécie. O tecido proveniente da
regido mediana da folha foi fixado com paraformaldeido 1%, glutaraldeido 1% e
tampdo cacodilato de sodio 0,05M, sendo, em seguida, desidratado e emblocado
em London Resin White (LRWhite). Para as andlises de anatomia foliar,
realizaram-se cortes transversais de 2-3 um de espessura para as espécies A.
euprepes (C3), A. poliophylla (C3), H. glutinosa (C3), H. isocalycia
(intermediaria), H. aturensis (intermediaria)’>, H. longispicula (intermediéria),
M. ferrugineum (C4) e M. loliiforme (C4) que foram corados com azul de
toluidina 1%. Para cada um dos trés individuos, utilizaram-se trés seccOes, a
partir do qual se obtiveram quatro imagens, totalizando 36 imagens por espécie.

As imagens foram utilizadas para determinar a distancia (um) e nimero de

> Os dados de anatomia foliar, ultraestrutura e imunomarcagdo enzimatica para H.
aturensis foram cedidos por Khoshravesh, R.
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células entre dois feixes vasculares, area coberta por células da bainha do feixe
vascular (BFV), area coberta por células do mesofilo (M), razdo células do
mesofilo: células da bainha do feixe vascular (M:BFV). As porcentagens de
BFV e M foram determinadas, adicionando uma camada de pontos
randomizados sob as imagens, a partir do qual se realizou a contagem dos locais
onde os pontos marcavam as sec¢Oes foliares (MCKNOWN; DENGLER, 2007).
Para a analise de ultraestrutura utilizaram-se amostras ultrafinas 0,4-0,6
um das espécies A. euprepes, A. poliophylla, H. isocalycia, H. aturensis e M.
ferrugineum. Os cortes foram contrastados com acetato de uranila 2% e citrato
de chumbo. Para cada uma dos trés individuos (uma folha de cada individuo),
foram realizadas a quantificagdo de dez células BFV e dez células M,
totalizando 60 imagens de células por espécie. As imagens das células BFV e M
foram utilizadas para determinar area celular (um™), espessura da parede celular
(um), area planar de mitocondrias/area celular (%), nimero de mitocondrias/area
celular (um™.10®), area planar de peroxissomos/area celular (%), nimero de
peroxissomos/area celular (um?.107), area planar de cloroplastos/area celular
(%), namero de cloroplastos/area celular (um?.10°). Ja as medidas de
cloroplastos associados com a porcdo interna da parede celular (%),
mitocondrias associadas com a porcdo interna da parede celular (%),
peroxissomos associados a porcdo interna da parede celular (%), cloroplastos
cobrindo com a porcédo interna da parede celular (%), mitocondrias cobrindo
com a por¢édo interna da parede celular (%), peroxissomos cobrindo a porgao
interna da parede celular (%) foram determinadas apenas para as células BFV.
As mesmas amostras ultrafinas, a mesma quantidade de células e as
mesmas espécies das analises ultraestruturais foram utilizadas nas analises de
imunomarcacgéo para as enzimas GDC, Rubisco e PEPc (para a espécie C4). A
fim de evitar marcacdo de sitios ndo especificos todas as amostras foram

bloqueadas com tampdo salino Tris-Tween-20 e albumina de soro bovino 4%
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(BSA/ pH 7,2) por 30 minutos. Para GDC realizou-se a incubagdo com anticorpo
primario anti-GDC-P (1:50 diluido em tampdo e BSA 1%) por 3h e em
anticorpo secundario (18 nm anti-rabbit 1gC gold conjugated) (1:20 diluido em
tampdo e BSA 1%) por 1h. Para Rubisco, a incubacgdo foi realizada com anti-
Rubisco (1:50 diluido em tampdo e BSA 1%) por 3 h e para PEPC com anti-
PEPc (1:200 diluido em tampdo e BSA 1%) por 1 h. As sec¢bes foram lavadas
em tampdo e contrastadas da mesma forma que realizada para a analise
ultraestrutural. A partir das imagens, foram avaliadas a densidade de
imunomarcacdo de GDC/ &rea planar de mitocondrias (um?) e a densidade de
imunomarcacgdo de GDC/ é4rea celular (um™) para células M e BFV. Todas as
quantificagdes, de anatomia e ultraestruturais, foram realizadas utilizando o

software Image-J.
3.5 Trocas Gasosas

A determinagdo das trocas gasosas foi realizada para as espécies H.
glutinosa, H. isocalycia e H. aturensis. As medidas de curvas A/Ci foram
realizadas utilizando o LiCor LI-6400-XT, com temperatura foliar de 30°C,
densidade de fluxo de fétons de 1000 pmol. m? s™ e déficit de pressdo de vapor
entre folha e ar de aproximadamente 2 kPa. Para evitar trocas entre o ar externo
e interno, utilizou-se uma graxa a base de silicone na borda da cdmara. O ponto
inicial de cada curva foi 400 pmol.mol™, sendo essa concentracao intercelular de
CO, aumentada para os valores de 1500, 1000 e 750 umol.mol” e, em seguida,
reduzida de 200 & 60 pmol.mol™ para H. glutinosa e H. isocalycia e de 200 a 30
pmol.mol™ para H. aturensis.

O ponto de compensacgdo de CO, foi determinado a partir do intercepto
no eixo x das regressdes lineares dos menores pontos de concentragdo
intercelular de CO,. Para H. glutinosa e H. isocalycia esse pontos foram 100, 90,
80, 70, 60 umol.mol’l, enquanto para H. aturensis foram 100, 90, 80, 70, 60, 50,
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40, 30 pmol.mol™. Para essa avaliagdo, foram utilizadas trés plantas, realizando-
se um total de 10 curvas A/Ci por espécie. Além disso, para as trés espécies
foram determinadas a assimilacdo liquida CO, (A) e eficiéncia intrinseca do uso
da &gua (A/gs) na concentracdo de 400 pmol CO2 mol *, razdo concentracdo
interna/ concentracdo ambiental de CO, (Ci/Ca) e eficiéncia de carboxilacdo
(EC).

3.6 Analise de dados

Os dados de anatomia foliar, ultraestrutura, imunomarcacdo enzimatica
da GDC e curvas A/Ci foram testados quanto a normalidade, pelo teste de
Shapiro-Wilk. Para a normalizacdo, alguns dados foram transformados em log
(x+1). Realizou-se o teste de analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de
Tukey (P<0,05), utilizando o Sigma Plot 11.0.
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4 RESULTADOS
4.1 Distribuicdo ambiental

A subtribo Arthropogoninae é composta por 16 géneros e cerca de 80
espécies. Destes, 13 apresentam registros de coleta no Brasil (www.tropicos.org;
www.splink.org.br). Em relacdo a distribuicdo longitudinal desses géneros, néo
houve diferenciacdo entre 0s “ndao C4” e 0s C4. Entretanto, 0s géneros C4 estdo
predominantemente localizados em latitudes mais baixas, quando comparados
aos demais (FIGURA 3-A). Analisando apenas as espécies do género Homolepis
e duas do Mesosetum, pode-se perceber que H. aturensis é a espécie que ocupa
localidades com latitudes mais baixas, nas regides Norte e Nordeste do Brasil
enguanto H. glutinosa e H. villaricensis possuem ocorréncia associada as regides
Sul e Sudeste de latitudes mais baixas (FIGURA 3-B).

Figura 3 - Distribuicdo dos géneros da subtribo Arthropogoninae (a) e de
espécies do clado Homolepis/Mesosetum (b) em relagdo a Latitude®
(S) e Longitude® (O). Circulos pretos, géneros/ espécies C4;
Circulos brancos, géneros/ espécies “Ndo C4”. Os simbolos
representam a mediana e as barras 25°- 75° percentil.
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Em relacdo aos fatores ambientais considerados nas analises, o género
Oplismenopsis ocorre nas localidades com menor mediana de elevagédo (14 m) e
0 Altoparadisium em locais mais elevados (1056 m) (FIGURAS 3-B e 4-A,
ANEXO). H. aturensis encontra-se em altitudes com mediana de 53 m e H.
longispicula em 1134 m (FIGURAS 4-B e 5-A). Os géneros C4 Coleataenia,
Cyphonanthus, Keratochlaena e Mesosetum apresentaram  distribuicBes
relacionadas com regides de elevadas temperaturas média, maxima e minima
(FIGURAS 3-A, C e E e 4-B, C e D, ANEXO). A H. aturensis apresentou
distribuicdo em locais de maiores temperaturas média, méaxima e minima
enguanto as menores foram para H. glutinosa e H. villaricensis (FIGURAS 4-A,
CeEe5-B,CeD).
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Figura 4 - Faixas de ocorréncia de espécies do clado Homolepis/Mesosetum em

Temperatura Mixima (°C)

Temperatura Média (°C)

Temperatura Minima (°C)

relacio a Temperatura Maxima (°C) (a), Altitude (m) (b),
Temperatura Média (°C) (c), Fine Fuel Moisture Code (FFMC) (d),
Temperatura Minima (°C) (e) e indice de Nesterov (NI) (f). Circulos
brancos, espécies ‘“Ndo C4”; Circulos pretos, espécies C4. Os
simbolos representam a mediana e as barras 25°- 75° percentil.
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Para o risco de ocorréncia de incéndio todos 0s géneros apresentaram

distribuicdo em localidades com altos valores de FFMC, sendo o menor valor
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(91,6) para o género Canastra e o maior (94,8) para Oncorachis (FIGURAS 3-D
e 4-E, ANEXO). Entre as Homolepis, a H. isocalycia apresentou a maior
mediana de FFMC (97,8) (FIGURAS 4-D e 5-E). Os géneros “ndo C4”
apresentaram distribuicdo em locais de baixo NI, sendo a menor mediana
(673,28) do género Oplismenopsis. J& a maior mediana (7375,37) foi registrada
em Keratochlaena (FIGURAS 3-E e 4-F, ANEXO). As espécies H. glutinosa e
H. villaricensis tiveram ocorréncia associada a locais com baixo NI, com
medianas de 814,24 e 968,26, respectivamente. Em rela¢do as maiores medianas
de NI, estas foram associadas com as espécies H. isocalycia, H. longispicula, M.
loliiforme e M. ferrugineum (FIGURAS 4-E e 5-F).
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Figura 5 - Distribuicdo geografica de espécies do clado Homolepis/Mesosetum
em relacdo a Temperatura Méaxima (°C) (a), Altitude (m) (b),
Temperatura Média (°C) (c), Fine Fuel Moisture Code (FFMC) (d),
Temperatura Minima (°C) (e) e indice de Nesterov (NI) (f).
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4.2 Composigdo isotdpica de carbono em matéria seca

Do total de géneros que compdem a subtribo Arthropogoninae, 11 estdo
representados quanto aos valores de isdtopos de carbono, abrangendo um total
de 52 espécies, 0 que representa 65% do ndmero total relativo a subtribo. Os
valores de is6topos de carbono variaram entre as espécies estudadas, o que
reflete a diversidade fotossintética encontrada na subtribo. Do total de espécies
analisadas, 40,4% delas possuem 813C relacionado ao “tipo €3¢, variando entre
-23,1 e -32,5%o. J& 0s 59,6% restantes representam 5"°C “tipo C4”*", com valores
de -10,2 a -14,1%0 (TABELA 1).

% Trata-se de espécies que possuem carateristicas similares a espécies que utilizam a
via fotossintética C3, sdo classificadas filogeneticamente como C3, entretanto podem
representar um estagio intermediario.
Trata-se de espécies que possuem carateristicas similares a espécies que utilizam a
via fotossintética C4, sdo classificadas filogeneticamente como C4, entretanto podem
representar um estagio intermediario.

17
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Tabela 1 - Composicao isotopica de carbono em matéria seca de 11 géneros
pertencentes a subtribo Arthropogoninae.

(Continua)
Metabolismo Espécies 8"3C (%o)
fotossintético
“Tipo C3” Phanopyrum gymnocarpum -32,5
Homolepis villaricensis -32,0
Homolepis aturensis -30,7
Homolepis glutinosa -29,6
Homolepis isocalycia -28,1
Homolepis longispicula -27,5
Canastra lanceolata -27,5
Oplismenopsis najada -27,1
Apochloa sipapoensis -26,1
Apochloa molinioides -25,8
Apochloa euprepes -25,6
Apochloa animara -25,4
Apochloa lorea -25,4
Apochloa poliophylla -25,1
Apochloa steyermarkii -25,0
Apochloa chnoodes -24.,6
Apochloa cipoensis -24.,6
Apochloa bahiensis -24,4
Apochloa lutzii -24,3
Apochloa eligulata -23,1
“Tipo C4” Colaetaenia anceps -14,1
Mesosetum comatum -13,4
Colaetaenia longifolia -13,2
Mesosetum loliiforme -13,1
Mesosetum rottboellioides -13,0
Arthropogon villosus -12,6
Arthropogon fillifolius -12,5
Mesosetum chlorostachyum -12,3
Mesosetum gibbosum -12,3
Oncorachis macranta -12,3
Tatianyx arnacites -12,3
Oncorachis ramosa -12,2
Mesosetum cayennense -12,2

Mesosetum chaseae -12,2
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Tabela 1 - Composicao isotopica de carbono em matéria

pertencentes a subtribo Arthropogoninae.

seca de 11 géneros

(Conclusdo)

Metabolismo Espécies 8"3C (%o)
fotossintético
Colaetaenia tenera -12,1
Mesosetum blakei -12,1
Mesosetum alatum -12,0
Mesosetum filifolium -12,0
Mesosetum elytrochaetum -11,7
Mesosetum ferrugineum -11,6
Mesosetum arenarium -11,5
Colaetaenia stenodes -11,4
Colaetaenia caricoides -11,3
Colaetaenia petersonii -11,3
Arthropogon xerachne -11,3
Mesosetum exaratum -11,0
Mesosetum pappophorum -11,0
Mesosetum annuum -10,8
Mesosetum pitieri -10,3
Mesosetum wrightii -10,2
Achlaena piptostachya -10,2

Para as espécies do clado Homolepis/Mesosetum, observou-se variagcao

nos resultados de is6topos de carbono, sendo o menor valor de -10,2%o

encontrado para a espécie C4 M. wrightii, e o maior valor de -32,0%0 para H.

villaricensis (TABELA 1).

4.3 Anatomia foliar

Com base nos valores de composi¢do isotopica de carbono, foram

analisadas a anatomia de 12 espécies provenientes do material herborizado,

sendo seis delas com valores relacionados ao “tipo C3” e outras seis com valores

“tipo C4”. Todas as espécies relacionadas ao “tipo C3” apresentaram células

BFV de origem parenquimatica. O maior valor de distancia entre feixes
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vasculares em espécies “ndao C4” foi 367,7 um para A. molinioides e 154,8 um
para H. villaricencis (FIGURA 6).

Figura 6 - Distancia entre dois feixes vasculares (um) em espécies relacionadas
ao “tipo C3” e ao “tipo C4” da subtribo Arthropogoninae. Dados
representados pelas médias.
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Para todas as espécies, pode-se notar células BFV aumentadas, sendo
gue H. villaricencis, A. molinioides, O. najada e P. gymnocarpum apresentaram
organelas organizadas em posicdo centripeta (FIGURAS 5 e 6, ANEXO A). Em
relacdo as camadas de células M entre a epiderme e a célula BFV, A. cipoensis,
A.molinioides e C. lanceolata sdo as que parecem possuir maior quantidade
(FIGURAS 5 e 6, ANEXO A). Para as espécies com 8"3C relacionadas ao “tipo
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C4”, o maior valor de distancia entre feixes vasculares (126,5 pm) foi observado
em A. piptostachya e o menor (49,4 pm) em T. arnacites (FIGURA 6). Essas
espécies possuem organelas maiores e em maior quantidade nas células BFV,
guando comparadas as “ndo C4” (FIGURAS 7 e 8, ANEXO). Nas imagens de A.
piptostachya observaram-se células distintivas entres os feixes vasculares
(FIGURA 7, ANEXO A).

Todas as espécies analisadas, fixadas a partir de material vivo, possuem
cloroplastos posicionados perifericamente nas células M. As espécies C3 A.
euprepes, A. poliophylla e H. glutinosa possuem células BFV aumentadas e
relativamente desuniformes, com uma baixa quantidade de -cloroplastos
organizados em posicdo centrifuga. Pode-se observar mais de uma camada de
celulas M estendendo-se da célula da bainha até a epiderme (FIGURA 7). Em H.
glutinosa, assim como em H. villaricensis (herborizado), existem células
fusoides, adjacentes a todas as células BFV (FIGURA 5, ANEXO A).
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Figura 7 - Seccdes foliares transversais de plantas cultivadas das espécies C3
Apochloa euprepes (Ae- a, b), Apochloa poliophylla (Ap- c, d) e
Homolepis glutinosa (Hg- e, f) M, mesofilo; asterisco, bainha do
feixe vascular; setas vermelhas, bainha mestomatica; CF, células
fusoides; CB, células buliformes. Barras= 50 pm.
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As espécies intermediérias, H. isocalycia, H. aturensis e H. longispicula,
também possuem células BFV maiores, entretanto estas apresentam um padréo
de tamanho mais uniforme e com maior ndmero de cloroplastos, quando
comparadas as da C3 (FIGURA 8). Para H. isocalycia, os cloroplastos estdo
posicionados centrifugamente, enquanto na H. aturensis e H. longispicula a
posicao é centripeta, associados, perpendicularmente, a parede interna da célula
BFV (FIGURAS 8-B, D e F; FIGURA 9, ANEXO). Todas essas espécies, 0s
feixes menores possuem uma camada de células M, ocupando o espaco entre a
BFV e a epiderme.
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Figura 8 - Seccdes foliares transversais de plantas cultivadas das espécies
intermedidrias Homolepis isocalycia (Hi- a, b), Homolepis
aturensis (Ha- ¢, d) e Homolepis longispicula (HI- e, f) M,
mesofilo; asterisco, bainha do feixe vascular; setas vermelhas,

bainha mestomatica; CF, células fusdides; CB, células buliformes.
Barras= 50 um.
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Para as C4 M. ferrugineum e M. loliiforme, apesar das células BFV
serem menores, estas possuem paredes mais espessas e ndo Se encontram
totalmente expostas a espacgos intercelulares (FIGURA 9). Os cloroplastos séo
maiores do que os observados nas espécies descritas anteriormente, sendo
posicionados centrifugamente e predominantemente associados a parede externa
da célula BFV (FIGURA 9- B e D). Da mesma forma que nas intermediérias,
nos feixes menores, apenas uma camada de células M conecta a célula BFV a
epiderme. As espécies C3 e intermediérias, independente do tipo de material
utilizado para a analise, possuem duas camadas de células ao redor do feixe
vascular, sendo a camada interna as células BFV denominada bainha
mestomatica. Ja nas espécies C4, a bainha mestomatica é ausente, havendo

apenas uma camada de células ao redor dos feixes vasculares.
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Figura 9 - SeccOes foliares transversais de plantas cultivadas das espécies C4
Mesosetum ferrugineum (Mf- a, b) e Mesosetum loliiforme (MlI- c, d)
M, mesofilo; asterisco, bainha do feixe vascular; setas vermelhas,
bainha mestomatica; CF, células fusoides; CB, células buliformes.
Barras= 50 pm.

O estudo quantitativo das se¢Bes anatdmicas mostrou um padrdo de
diminuigdo na distancia entre feixes vasculares e no nimero de células M entre
eles. As espécies A. euprepes e A. poliophylla apresentaram distancias de 217,5
um e 200,8 um e em média 7 e 8 células M entre os feixes vasculares,
respectivamente (FIGURA 10-A e B). Apesar desses valores serem maiores
quando comparados as C4, eles sdo menores em relacdo a C3 H. glutinosa.
Dessa forma, essas variaveis nas duas espécies do género Apochloa se
assemelham mais ao padrdo de intermediarias do género Homolepis. A H.
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glutinosa possui 0s maiores valores de distancia (268,2 um) e de nimero de

células (10) entre os feixes (FIGURA 10-A e B). Em relagdo as outras espécies

do género, pode-se notar uma diminui¢do progressiva nesses ndmeros com 0s

menores valores observados para H. longispicula (114,7 um e 2 células). Na

comparagdo entre todas as espécies, 0 menor valor (56,4 um) de distancia entre

os feixes vasculares foi observado para M. loliiforme, enquanto o seu nimero de

células entre eles foi comparavel a H. longispicula e M. ferrugineum (FIGURA

10-Ae
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Em relagdo a razdo M:BFV, o maior valor de 3,37 foi observado para A.

poliophylla, enquanto o menor valor de 1,10 para H. longispicula (FIGURA 11).

E provavel que o aumento desse valor para A. polipophylla esteja relacionado
com sua baixa porcentagem de células BFV (11%) (TABELA 3, ANEXO). Ja
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para H. longispicula, os valores de células BFV e M foram similares (31 e 34%),
estando isso relacionado com a baixa razdo. O mesmo padréo foi observado para
as C4. Para A. euprepes, a porcentagem de células BFV foi de 24%, sendo a
razdo M:BFV de 1,50, comparavel as C4 M. ferrugineum e M. loliiforme
(FIGURA 11; TABELA 3, ANEXO).

Figura 11 - Razdo area de célula do mesofilo: area de célula da bainha do feixe
vascular para as espécies Apochloa euprepes, A. poliophylla,
Homolepis glutinosa, H. isocalycia, H. aturensis, H. longispicula,
Mesosetum ferrugineum e M. loliiforme. Dados representados pelas
médias + erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferengas
estatisticas pela ANOVA e teste de Tukey (P<0,05).
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4.4 Ultraestrutura e imunomarcacao enzimatica

A maior média de area da célula M foi da H. aturensis (318.18 um®) e a
menor (62,24 um?) para M. ferrugineum (TABELA 4, ANEXO). A parede
celular M foi mais espessa (0,44 um) para A. euprepes, enquanto H. aturensis
apresentou menor espessura (0,14 um) (TABELA 4, ANEXO). As células M
das espécies C3 A. euprepes e A. poliophylla e da intermediaria H. isocalycia
(FIGURA 12) possuem uma maior porcentagem de area de cloroplastos por area
celular (23,3; 26,4 e 22,1%, respectivamente), em relacdo & H. aturensis (17,7%)
e M. ferrugineum (14,2%) (FIGURA 13-C; 14), sendo o mesmo padrdo
observado para o numero de cloroplastos em relagéo & area celular (TABELA 5,
ANEXO).
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Figura 12 - Ultraestrutura e imunomarcacdo de GDC em células da bainha do
feixe vascular- BFV (g, c, €) e células do mesofilo- M (b, d, f) para
as espécies Apochloa euprepes (Ae- a, b), Apochloa poliophylla
(Ap- ¢, d) e Homolepis isocalycia (Hi- e, f). C, cloroplasto; M,
mitocondria; M*, mitocondria imunomarcada com GDC; P,
peroxissomo. Barras=500nm.

Célula BFV CélulaM

......
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Esse maior investimento em organelas foi encontrado para as mesmas
espécies em relacdo a porcentagem de area mitocondrial por &rea celular (1,16;
1,38 e 1,26%) e densidade de imunomarcacdo de GDC por area mitocondrial
(95,1; 114,0 e 57,5 umz) (FIGURAS 12, 13- A e B e 14), bem como para
nimero de mitocdndrias por area celular e densidade de imunomarcacao por
area celular (TABELA 5, ANEXO). A espécie H. glutinosa apresenta
mitocondrias com GDC nas células M (FIGURA 10, ANEXO). J4 em relacdo a
area de peroxissomos por area celular, o menor valor (0,012%) foi observado
para M. ferrugineum (FIGURA 13-D).

Figura 13 - Area planar de mitocondrias/area celular (%) (a), densidade de
imunomarcacdo de GDClé4rea planar de mitocondrias (um?) (b),
area planar de cloroplastos/area celular (%) (c) e area planar de
peroxissomos/area celular (%) (d) em células do mesofilo-M para
as espécies Apochloa euprepes, A. poliophylla, H. isocalycia, H.
aturensis e Mesosetum ferrugineum. Dados representados pelas
médias + erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferengas
estatisticas pela ANOVA e teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 14 - Ultraestrutura e imunomarcacdo de GDC em células da bainha do
feixe vascular- BFV (a, c) e células do mesofilo- M (b, d) para as
espécies Homolepis aturensis (Ha- a, b) e Mesosetum ferrugineum
(Mf- ¢, d). C, cloroplasto; M, mitocbndria; M*, mitocéndria
imunomarcada com GDC; P, peroxissomo. Barras=500nm.

Célula BFV Célula M

T oM A\

Para as células BFV, a maior area (733,71 pm?) pertence & H. aturensis
enquanto a menor (103,97 pm?) & M. ferrugineum (FIGURA 15-A). Em relagéo
a espessura da parede celular, M. ferrugineum apresentou o maior valor (0,70
pm), além de ser observada a suberizagdo na lamela média (FIGURAS 15-B;
12-c, ANEXO). A menor espessura (0,25 pm) foi registrada para H. isocalycia
(FIGURA 15-B). Para as C3 e as intermediarias, a suberizacdo da lamela média
esté relacionada com a bainha mestomatica.
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Figura 15 - Area celular (um?) (a) e espessura da parede celular (um) (b) em
celulas da bainha do feixe vascular-BFV para as espécies Apochloa
euprepes, A. poliophylla, H. isocalycia, H. aturensis e Mesosetum
ferrugineum. Dados representados pelas médias + erro padrdo.
Letras iguais ndo apresentam diferengas estatisticas pela ANOVA e

teste de Tukey (P<0,05).
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Houve um aumento da area celular coberta por cloroplastos, na medida
em que as espécies apresentaram caracteres mais similares aos da via C4, sendo
0 mesmo padrdo para a razao entre o nimero de cloroplastos e a area celular
(FIGURAS 12, 14 e 16-C). As espécies C3 A. euprepes e A. poliophylla
apresentaram 0,6 e 0,5%, respectivamente, dessas organelas na area celular BFV
(FIGURA 16-C). Incremento significativo foi observado para as intermediarias
H. isocalycia e H. aturensis, sendo mais da metade dos cloroplastos situados na
porcao interna das células BFV (FIGURA 16-C; TABELA 7, ANEXO). J4 para
a C4 M. ferrugineum, o maior valor de 17,6% foi registrado, sendo apenas 12%
destes situados na porcdo interna da célula BFV (FIGURA 16-C; TABELA 7,
ANEXO).
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Figura 16 - Area planar de mitocondrias/area celular (%) (a), densidade de
imunomarcacdo de GDClarea planar de mitocondrias (um?®) (b),
area planar de cloroplastos/area celular (%) (c) e area planar de
peroxissomos/area celular (%) (d) em células Da bainha do feixe
vascular-BFV para as espéecies Apochloa euprepes, A. poliophylla,
H. isocalycia, H. aturensis e Mesosetum ferrugineum. Dados
representados pelas médias + erro padrdo. Letras iguais ndo
apresentam diferencas estatisticas pela ANOVA e teste de Tukey

(P<0,05).
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Padrdo similar de incremento foi observado para mitocondrias e
peroxissomos, com a diferenca de que os maiores valores destas foram para H.
aturensis. A porcentagem de area mitocondrial e de peroxissomos por area
celular para essa intermediéria foi de 0,73 e 0,23%, respectivamente (FIGURA

16-A e D). Ja os menores valores para ambas as organelas foram observados nas
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espécies C3. A maior densidade de imunomarcacdo de GDC por érea
mitocondrial foi encontrada em H. isocalycia, com valor de 112,3 um?, enquanto
0s menores valores para essa variavel foram referentes as C2 e C4 (FIGURAS
12, 14 e 16-B). Da mesma forma que as outras C3, H. glutinosa apresentou
baixa densidade de GDC nesse tipo celular (FIGURA 10, ANEXO). Para a
espécie H. isocalycia, nas células BFV pode-se observar cloroplastos
predominantemente alongados, paralelos a parede celular e sempre associados
com mitocdndrias e peroxissomos (FIGURA 12-E). Ja em H. aturensis, 0s
cloroplastos também possuem formato alongado, entretanto estes sdo associados
a parede interna das células BFV, com orientac&o perpendicular e formando uma
barreira externa as mitocondrias e peroxissomos, também associados a essa area
da célula (FIGURA 16-C) Nas espécies C3 e intermediarias, pode-se observar,
através de imunomarcacdo, que a Rubisco esta localizada nos cloroplastos de
ambos os tipos celulares (FIGURA 11, ANEXO). Ja para a C4, como esperado,
a Rubisco é exclusiva da célula BFV e a PEPc da célula M (FIGURA 12,
ANEXO).

4.5 Trocas gasosas

Os valores de A em 400 pmol CO, mol * ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre as espécies avaliadas (TABELA 2). Ja para A/gs, 0 maior valor
de 60,0 pmol mol * foi registrado para H. glutinosa e os menores valores para

H. isocalycia e H. aturensis, ndo havendo diferencas entre estas.
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Assimilacdo liquida CO, (A), razdo concentracdo interna/
concentracdo ambiental de CO, (Ci/Ca), eficiéncia intrinseca do
uso da agua (A/gs), ponto de compensacdo de CO, (1), eficiéncia de
carboxilagdo (EC) para as espécies Homolepis glutinosa,
Homolepis isocalycia e Homolepis aturensis. Os valores de A e
Algs sdo referentes a 400 pmol CO, mol™* (valor médio da
concentracdo de CO, na atmosfera atual). Dados representados
pelas médias + erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferencas
estatisticas pela ANOVA e teste de Tukey (P<0,05).

Espécies

A Ci/Ca Algs r EC
(umol m? s (umol mol 1) | (umol mol ™) |(mol m?s%)

Homolepis
glutinosa

Homolepis
isocalycia

Homolepis
aturensis

21,10+0,33* 0,70+0,009°  60,0+2,4° 46,1+0,7%  0,12+0,010°
22,20+0,55% 0,80+0,002%  39,3+0,5° 38,7+0,5®° 0,10+0,006%

23,20+0,76% 0,77+0,005%  44,0+1,3° 15,7+1,1°  0,09+0,007°

Em relacdo as curvas A/Ci, padrdes similares foram encontrados para H.

glutinosa e H. isocalycia, sendo I" o da primeira espécie de 46,1 pmol mol ™. Em

relacdo a H. aturensis, pode-se notar uma diminuigdo no 7" dessa espécie, com

valor de 15,7 pmol mol ™ (FIGURA 17). O mesmo foi observado para EC, com

maior valor de 0,12 mol m? s* para H. glutinosa e 0,09 mol m? s para H.

aturensis.
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Figura17 - Assimilacdo liquida de CO, (umol.m?s™) em resposta a
concentracdo intercelular de CO, (umol.mol™) para as espécies
Homolepis glutinosa (tridngulo branco), Homolepis isocalycia
(quadrado cinza) e Homolepis aturensis (circulo preto).
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5 DISCUSSAO

5.1 A sobreposicdo de nichos ecolégicos entre géneros “niao C4” e C4 da
subtribo Arthropogoninae evidencia a pré-disposi¢cao para a evolugao

dessa via fotossintética nesse grupo

Os géneros da subtribo Arthropogoninae possuem um padrdo de
distribuicdo latitudinal, de modo que a ocorréncia C4 esta associada a latitudes
mais baixas em relacdo aos “ndo C4” (FIGURA 3). Ja em relacdo a altitude,
apesar da maior mediana (1056 m) ter sido registrada para o género C4
Altoparadisium (FIGURA3, ANEXO), esse valor estd dentro da faixa para a
ocorréncia C4, que somente se tornam ausentes acima de 4000 m (BREMOND;
BOOM; FAVIER, 2012). Poaceas C4 dominam é&reas de pastagens e savanas
tropicais (EDWARDS; SMITH, 2010; SAGE; WEDIN; LI, 1999), regides
localizadas em baixas latitudes e altitudes. A diversificacdo da via C4 é bem
associada a ambientes quentes como uma resposta evolutiva ao aumento das
taxas fotorrespiratérias (EDWARDS; SMITH, 2010; SAGE, 2004; SAGE;
STATA, 2015), de modo que a distribuicdo latitudinal e altitudinal C3 e C4 tem
relacdo direta com a temperatura (BREMOND; BOOM; FAVIER, 2012; SAGE;
WEDIN; LI, 1999).

Dos cinco géneros classificados como C3, Apochloa, Canastra e
Oplismenopsis apresentaram menor relagdo de distribuicdo com locais de
temperaturas mais elevadas, quando comparado aos demais (FIGURA 3-A, C e
E, ANEXO). Destes, Oplismenopsis € 0 que esta associado a menores
temperaturas, sendo que a mediana para a temperatura maxima nao ultrapassa
22°C (FIGURA 3-A, ANEXO). Padrao similar foi observado para as espécies H.
glutinosa e H. villaricensis (FIGURA 4- A, C e E). A temperatura é o principal
fator que afeta a distribuicdo de poaceas C3 e C4 na América do Sul, sendo

observada a queda do rendimento C3 com o0 aumento de temperatura
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(BREMOND; BOOM; FAVIER, 2012). Elevadas temperaturas aumentam a
atividade oxigenase da Rubisco, além dos efeitos negativos no transporte de
elétrons, diminuindo o rendimento fotossintético de espécies C3 (SAGE; WAY;
KUBIEN, 2008). Uma vez que, em plantas, a eficiéncia fotossintética em
relacdo ao ambiente € um fator determinante no nicho ecolégico, o surgimento
da via C4 esté ligado a diminuicdo das perdas fotorrespiratérias (LUNDGREN
etal., 2015).

Os géneros C4 possuem distribuicdo associada a locais com maiores
temperaturas, sendo essa caracteristica compartilnada pelos géneros
Stephostachys (“ndo C4’) e Homolepis (C3 e intermediario) (FIGURAS 4- A, C
e E; 3-A, C e E, ANEXO). Apesar do aumento de temperatura estar ligado ao
aumento de riqueza de espécies que utilizam a via C4 (MURPHY; BOWMAN,
2007; STILL et al., 2003), o Unico género do clado estudado que possui
distribuicdo ligada as temperaturas abaixo do crossover C3-C4 é o
Oplismenopsis. De acordo com a hip6tese de temperatura de crossover, poaceas
C3 deveriam predominar ambientes em com temperaturas didrias de 22°C,
enquanto que as C4 poderiam exceder 30°C (EHLERINGER; CERLING;
HELLIKER, 1997). Poaceas PACMAD C3 e C4 compartilham preferéncias de
temperaturas, de modo que a evolucdo da via C4 esteja associada somente a
clados previamente adaptados a altas temperaturas (EDWARDS; STILL, 2008;
GRIFFITHS et al., 2013). Nesse sentido, plantas intermediarias entre as duas
vias tendem a ocupar areas mais quentes, por ja possuirem tolerancia ao
aumento de temperatura (LUNDGREN; CHRISTIN, 2016). H. aturensis, H.
isocalycia e H. longispicula compartilnaram faixas de temperatura similares as
C4 M. ferrugineum e M. loliiforme (FIGURA 4- A, C e E), indicando essa pré-
adaptacédo para o surgimento dessa via.

Além da temperatura, a disponibilidade de agua explicaria a distribuicéo

C4 (VISSER et al., 2012), sendo um fator secundario que afeta a abundancia de



73

espécies C3 e C4 (MURPHY; BOWMAN, 2007). Os valores de NI indicam que
todos os géneros C4, “ndo C4” Apochloa, e as intermediarias H. isocalycia e H.
longispicula estdo classificados em uma escala 4 de severidade a seca
(FIGURAS 4-F; 3-F, ANEXO). Esse indice é composto por ponto de orvalho,
temperatura e precipitacdo diarios (STOCKS et al., 1996), sendo seus valores
utilizados para classificar as areas numa escala de severidade que variade 1 a 6
(VOLOKITINA, 1996). Dessa maneira, a partir desses valores pode-se inferir
gue parte dos géneros que compdem a subtribo Arthropogoninae sdo adaptados a
condi¢des de limitagdo hidrica.

As origens de plantas C4 possuem uma alta relagdo com ambientes
secos (EDWARDS; SMITH, 2010), sendo que espécies da subfamilia
Panicoideae, a qual a subtribo Arthropogoninae pertence, possuem elevada
tolerancia a seca (LIU; OSBORNE, 2015). Plantas C4 possuem vantagens
hidraulicas em relacdo as C3, como maior eficiéncia do uso da &gua
(GRIFFITHS et al., 2013; LIU; OSBORNE, 2015; SAGE; STATA, 2015),
conseguindo manter taxas fotossintéticas e condutancia estomatica elevadas,
bem como potencial hidrico foliar e condutancia hidraulica (OSBORNE; SACK,
2012). Porém, nesse caso, a adaptacdo a ambientes secos parece estar presente
em plantas intermediarias e em C3 relacionadas que sdo capazes de ocupar areas
aridas (LUNDGREN; CHRISTIN, 2016). Nesse contexto, espécies C3 e
intermediérias relacionadas com grupos onde houve evolugcdo C4 tém maior
chance de ocorrer em ambientes com maior sazonalidade de chuva, onde existe
maior propensdo para periodos de seca (OSBORNE; SACK, 2012).

Isso pode explicar a relacdo da evolugdo e distribuicdo de espécies C4
em conjunto com o estabelecimento de savanas, areas com estacfes mais bem
definidas (EDWARDS; SMITH, 2010). Além das vantagens fisiol6gicas em
locais com disponibilidade hidrica limitada, o estabelecimento de espécies C4

nessas regibes estaria relacionado com a capacidade de impedir o
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estabelecimento de vegetagdo com dossel (EDWARDS; SMITH, 2010). Dessa
maneira, a distribuicdo de poaceas C4 confinadas a ambientes abertos estaria
também ligada a maior disponibilidade de radiacdo nessas regides (OSBORNE;
FRECKLETON, 2009).

O NI também é capaz de fornecer uma ideia de risco de incéndio em
determinadas regifes, sendo valores entre 1000 e 4000 indicadores de um alto
potencial de ignicdo (STOCKS et al, 1996). Nesse contexto, apenas o género
Oplismenopsis estaria localizado em éarea com baixo risco de queimada
(FIGURA 3-F). Ao utilizar o indice FFMC, por meio do qual também se pode
inferir sobre queimadas, todos os géneros estdo localizados em areas com
elevado risco, sendo o valor minimo de 91,6 observado para Oplismenopsis
(FIGURA 3-D). Valores para esse indice acima de 91 indicam alto potencial de
ignicdo e propagacdo de fogo (FLANNIGAN et al., 2016). J& para a
intermediaria H. aturensis o FFMC foi de 90,2 (FIGURA 4-D). Alguns estudos
consideram que valores acima de 83 estdo relacionados com locais de risco
extremo em relacdo ao potencial de ignicdo (GROOT; WARDATI; WANG,
2005). Apesar disso, essa espécie ocorre em areas com chance de seca e de
incéndio reduzidas (FIGURA 5-E), uma vez que a ocorréncia dela esta associada
a localidades de florestas tropicais (LUNDGREN; CHRISTIN, 2016).

O aumento da aridez e eventos de queimadas seriam forgas motrizes
para a evolucdo da via C4 (SAGE, 2001), uma vez que o fogo é considerado um
dos fatores que permite a manutencdo de pastagens (BOND, 2008). Campo
rupestre é uma regido propensa a queimadas (SILVEIRA et al., 2016), sendo a
coleta das espécies A. euprepes, A. poliophylla, H. isocalycia e H. longispicula
realizada na Serra do Cip0 regido que faz parte da Cadeia do Espinhago e possui
areas de campo rupestre. Nesse caso, géneros de ambos 0s tipos fotossintéticos,
bem como os pontos intermediérios entre elas estdo associados a condi¢bes em

que o fogo é um distarbio recorrente. A presenca de uma estacdo seca permite
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que podceas se tornem altamente flamaveis, favorecendo a rapida propagacao de
fogo, principalmente em locais com muito vento (BOND, 2008; GROOT;
WARDATI; WANG, 2005). Para essas situacdes, as poaceas tendem a evitar os
efeitos negativos do fogo protegendo seus rizomas e meristemas abaixo do solo
ou por densas turfas (SAGE; STATA, 2015).

Dessa maneira, € possivel perceber que existem limitacbes ambientais
que permitem a diferenciacdo de ocorréncia entre “ndo C4” e C4, como no caso
do género Oplismenopsis que possui delimitacdo clara na regido Sul (FIGURA
4, ANEXO). Entretanto, apesar da diferenca fotossintética, 0s géneros
compartilham preferéncias de faixa de temperatura, altitude, disponibilidade de
agua e de ocorréncia de incéndio. A capacidade de poaceas PACMAD C3 de
habitarem regides similares as ocupadas por C4 seria uma caracteristica capaz de
diferenciar estas das C3 Pooideae, onde ndo existe evolucdo para via C4 e
ocorreram adaptacdes para estabelecimento em ambientes frios (EDWARDS;
SMITH, 2010). Espécies C3 e C4 podem ser encontradas em regides similares,
bem como as espécies intermediarias entre as duas vias (LUNDGREN et al.,
2015; LUNDGREN; CHRISTIN, 2016). Ainda assim, mesmo que as espécies
C4 compartilnem ambientes similares aos géneros C3 relacionados, elas
possuem a capacidade de se diversificar para uma faixa de ambientes maior,
desde que haja condi¢cbes favordveis (CHRISTIN; OSBORNE, 2014;
LUNDGREN et al., 2015). Assim, as adaptacdes encontradas em C3 podem
contribuir para o surgimento das poaceas C4, bem como seu sucesso da
colonizagéo e diversificagdo (EDWARDS; SMITH, 2010; LUNDGREN et al.,
2015).



76

5.2 Pré-adaptacdes das células da bainha do feixe vascular de poaceas C3 e
intermediérias do clado Arthropogoninae facilitam o surgimento da via
C4

Todas as poaceas C3 e intermediarias analisadas apresentam duas
camadas de células BFV ao redor do feixe vascular (FIGURAS 7 ¢ 8; 5 e 6,
ANEXO), enquanto as C4 possuem apenas uma camada de células BFV
(FIGURAS 9; 7 e 8, ANEXOQ). Em poéceas, as células da bainha podem estar
organizadas em uma ou duas camadas, e apesar da sua convergéncia funcional,
nem todas elas sdo homologas em relacdo & sua origem (LUNDGREN;
OSBORNE; CHRISTIN, 2014). Assim, essas células podem ter uma origem
interna, provenientes do procdmbio, ou externa, provenientes do meristema
fundamental (SAGE, 2004; SOROS, DENGLER, 2001). Nas espécies com duas
camadas, a camada interna é chamada bainha mestomatica, apresentando células
de didmetro menor com paredes espessas e, algumas vezes, assimétricas e
localizagcdo entre o tecido vascular e a camada de célula de origem
parenquimatosa ~ (DENGLER;  DENGLER; HATTERSLEY,  1985;
HATTERSLEY; WATSON, 1976; MIYAKE, 2016). Em relacdo as C4, a
bainha mestomatica esta geralmente associada as poaceas do tipo NAD-ME e
PCK, sendo ausentes em NADP-ME (HATTERSLEY; WATSON, 1976), onde
a camada externa é perdida. Essa Gltima enzima descarboxilativa se trata do tipo
utilizado em todos os géneros C4 do clado Arthropogoninae (MORRONE et al.,
2012).

As primeiras etapas para que ocorra a evolugdo da via C4 sdo
modificagdes foliares, como o estabelecimento de anatomia Kranz (GOWIK;
WESTHOFF, 2011), caracterizada por camadas de células concéntricas
organizadas em torno dos feixes vasculares, sendo a interna formada por células
da bainha do feixe vascular e a externa por células do mesofilo (EDWARDS;
VOZNESENSKAYA, 2011; SAGE, 2004). E necessario gue o compartimento
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responsével pela assimilacdo do carbono, em geral as células do mesofilo e o
compartimento responsavel pela reducéo do carbono, células da bainha do feixe
vascular, se encontrem préximas a fim de promover o mecanismo concentrador
de carbono ao redor do sitio da Rubisco (GOWIK; WESTHOFF, 2011).

Os dados para as espécies analisadas mostram uma diminuicdo na
distancia entre os feixes vasculares na medida em que as espécies passam a
adquirir caracteres similares ao da anatomia C4 (FIGURAS 6 e 10). A
diminuicdo na distancia entre os feixes vasculares, reduzindo as poucas células
do mesofilo possibilita que os compartimentos onde se encontram a Rubisco e a
PEPc troquem metabdlitos (LUNDGREN; OSBORNE; CHRISTIN, 2014).
Dessa forma, as espécies intermedidrias H. isocalycia, H. aturensis e H.
longispicula, que representam etapas dessa evolucdo, apresentam diminuicéo
significativa na distancia entre feixes vasculares e no nimero de células M entre
eles, em relacdo a C3 H. glutinosa, além de redugdo da razdo M:BFV e aumento
da porcentagem de células BFV (FIGURAS 10 E 11). Redugdo similar nas
distancias entre os feixes vasculares também pode ser observada para as do “tipo
C3” H. villaricensis, A. cipoensis e C. lanceolata (FIGURA 6).

Os géneros dessas espécies estdo relacionados a grupos onde a via C4
evoluiu. O Homolepis forma uma clado irmdo com Mesosetum, género C4, além
de se relacionar filogeneticamente com Tatianyx arnacites, outra espécie C4
(FIGURA 2). J4 os géneros Apochloa e Canastra possuem relacéo filogenética
com Coleataenia, também classificado como C4 (FIGURA 2; GPWG I, 2012).
Assim, a reducdo da distancia entre feixes vasculares nas espécies H.
villaricensis, A. cipoensis e C. lanceolata poderia indicar a existéncia de mais
pontos transitorios entre as vias C3 e C4 nesse clado.

Vale ressaltar que, apesar de ser uma variavel importante na evolucéo
C4, a distancia entre os feixes vasculares pode ser uma medida relativa, uma vez

que grandes distancias podem ser ocupadas por apenas uma célula, como no
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caso da poacea Alloteropsis cimicina (LUNDGREN; OSBORNE; CHRISTIN,
2014). Entre as espécies analisadas, a C4 A. piptostachya possui uma distancia
entre os feixes vasculares que € praticamente o dobro do valor para as outras C4
do mesmo clado (FIGURA 6). Nesse caso, a presenca de células distintivas entre
os feixes vasculares poderia explicar a maior distdncia sem, necessariamente,
haver um comprometimento de sua atividade como C4 (FIGURA 7- A e B,
ANEXO). Células distintivas possuem paredes espessadas e funcionam, do
ponto de vista bioquimico, de maneira similar as células da bainha (DENGLER
et al, 1994; HATTERSLEY; BROWNING, 1981), servindo como
compartimentos extras para a realizagdo do ciclo de Calvin (CHRISTIN et al.,
2013a).

Jéa para H. glutinosa, a maior distancia entre os feixes vasculares, mesmo
quando comparados as C3 do género Apochloa, se deve a presenca de células
fusoides (FIGURA 7-E). Essas células ndo possuem fungdo fotossintética e sua
ocorréncia é comum em bambus, sendo essa caracteristica responsavel por uma
menor proporc¢do de células do mesofilo por células da bainha do feixe vascular
(DENGLER et al., 1994). Ainda assim, esse tipo celular ndo parece ser uma
caracteristica envolvida na evolucdo da via C4. Para H. aturensis, nas secdes de
material herborizado (FIGURA 1-C, ANEXO) observou-se, esse tipo celular,
bem como Christin et al. (2013b) apresentaram uma secc¢do foliar desta espécie
com a presenca de células fusoides. Dessa maneira, as células fusdides parecem
estar associadas principalmente as condi¢cBes dos ambientes de crescimento,
como locais sombreados, servindo para aumentar a por¢do de radia¢do absorvida
nas células do mesofilo, da mesma maneira que o0 parénguima esponjoso
funciona (MARCH; CLARK, 2011).

As espécies C3 e intermediarias possuem arranjo das células M e BFV
ao redor dos feixes vasculares, sendo que as BFV sdo relativamente grandes
(FIGURAS 7 e 8; 5 e 6, ANEXO). A presenca de células BFV grandes e com
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arranjo radial ao redor do feixe vascular pode ser considerada uma forma rustica
de funcionalidade da anatomia Kranz (MUHAIDAT et al., 2011; SAGE, 2001),
com a excecdo de que estas ndo sdo rodeadas por uma camada de células do
mesofilo (RAWSTHORNE, 1992). Esse arranjo concéntrico de células pode ser
observado em diversas poaceas C3, sendo que na familia Poaceae essas espécies
geralmente estdo relacionadas com representantes C4 (LUNDGREN;
OSBORNE; CHRISTIN, 2014). Além do arranjo, 0 aumento do tamanho de
células da bainha do feixe vascular e modificacdes no funcionamento sdo
considerados etapas da evolucdo C4 (GOWIK; WESTHOFF, 2011;
MUHAIDAT et al., 2011).

As células da bainha possuem func@es relacionadas com o suprimento
de agua (GRIFFITHS et al., 2013), principalmente em poéceas C3 distribuidas
em regides secas e quentes (revisado por SAGE, 2001). Poaceas C3 PACMAD
possuem alta tolerdncia ao aumento da demanda evaporativa, por meio do
aumento do tamanho dessas células (GRIFFITHS et al., 2013), sendo esse maior
tamanho de células BFV observado para as C3 e intermediarias estudadas,
provavelmente relacionado com o controle hidrico foliar. As células BFV
aumentadas nas espécies do género Apochloa e em H. isocalycia e H.
longispicula estdo ligadas & ocorréncia do género associada a localidades com
elevada probabilidade de seca (FIGURAS 4, 7 e 8). As células da bainha
poderiam reservar agua para condicOes de alta temperatura e/ou baixa umidade,
por meio do controle da quantidade de agua que vai para as células do mesofilo,
mantendo a integridade hidraulica foliar (GRIFFITHS et al., 2013; OSBORNE;
SACK, 2012; SAGE, 2001). Também possuem o papel de prevenir a entrada de
ar no xilema quando a coluna de agua é submetida a condicdo de alta tenséo,
além de mediar o transporte de material entre o tecido vascular e as células do
mesofilo (SAGE, 2001).



80

Células da bainha envolvidas na reserva de agua tém sido reconhecidas
como pré-disposicdo para evolucdo da via C4 (SAGE, 2001), uma vez que esse
mecanismo forneceria as espécies C3, filogeneticamente relacionadas com C4,
vantagens em ambientes tropicais e subtropicais (GRIFFITHS et al., 2013).
Dessa maneira, pode-se inferir que o aumento da demanda evaporativa dos
ambientes onde as poaceas C4 ocorrem, foi um fator para a expansdo desses
ecossistemas dominados por essas plantas (OSBORNE; SACK, 2012). Além das
modificagdes relacionadas com as células BFV, pode-se perceber a quantidade
do mesofilo, como observado em folhas de A. euprepes e H. longispicula que
reduziram a razdo M:BFV (FIGURA 11). A reducdo da quantidade de células do
mesofilo seria uma estratégia para a diminuicdo da superficie evaporativa,
reduzindo o risco de dessecacdo (SAGE, 2001).

Ao contrario das espécies C3 desse clado, as células BFV das C4
apresentam um tamanho reduzido, porém em maior nimero (FIGURAS 9; 7 e 8,
ANEXO). Células da bainha de origem procambial parecem atingir um menor
volume méaximo (DENGLER; DENGLER; HATTERSLEY, 1985; DENGLER
et al., 1994), sendo esse padrdo também observado em folhas de Axonopus
compressus, em que as células da bainha sdo pequenas, entretanto numerosas
(LUNDGREN; OSBORNE; CHRISTIN, 2014). Essa caracteristica pode estar
relacionada com o atraso da diferenciacdo celular das células do mesofilo que
aumenta a iniciagdo de tecido vascular e contribui para maior densidade de
feixes vasculares (KULAHOGLU et al., 2014). Essas espécies C4 alcancaram
maior quantidade de compartimentos com ciclo de Calvin, por meio da maior
proliferagdo celular, ao invés de controlar o tamanho das células (CHRISTIN et
al., 2013a), parecendo ser uma estratégia do clado que as espécies C4
apresentem células BFV menores, porém em maior quantidade.

Essa diminuicdo do tamanho celular faz com que menor quantidade de

tecido esteja envolvida na reducdo de CO, em plantas C4 do tipo NADP-ME,
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em comparacgdo aos outros tipos C4 (DENGLER et al., 1994). Entretanto, isso
ndo resulta na diminuicdo da eficiéncia fotossintética destas, uma vez que foi
possivel identificar a suberizacdo da lamela média das células BFV em M.
ferrugineum (FIGURA 12-C). A presenca de lamela média suberizada em
poaceas que utilizam a enzima descarboxilativa NADP-ME faz com que haja
reducdo das perdas apoplasticas de CO,, além de limitar a fonte de carbono aos
acidos organicos provenientes das células do mesofilo (HATTERSLEY;
BROWNING, 1981). Além disso, o tipo NADP-ME utiliza, predominantemente,
cloroplastos para as atividades metabdlicas da célula da bainha, ndo
necessitando de muito mais “espaco extra” para outras organelas como
mitocondrias e peroxissomos (revisado por DENGLER et al., 1994). A posi¢édo
centrifuga dos cloroplastos também € outra caracteristica comum nesse tipo C4,
capaz de promover a diminuicdo da distancia entre o tecido de assimilacdo e o
de reducédo de CO, (HATTERSLEY; BROWNING, 1981).

Na espécie M. ferrugineum pode-se notar maior formacdo de graos de
amido nas células BFV em relacdo as M (FIGURAS 14-C; 12-C, ANEXO),
sendo que nas espécies C3 e nas duas intermediarias H. isocalycia e H. aturensis
existem grdos de amido formados nas células BFV (FIGURAS 12 e 14; 11,
ANEXO). Nas plantas C4, as células BFV acumulam amido, ndo somente por
causa da atividade fotossintética, mas pela localizagdo das enzimas de
biossintese de amido nesse compartimento (MIYAKE, 2016; WEISE; WIIK;
SHARKEY, 2011), de modo que essa molécula serve como fonte de fosfato
inorganico para o metabolismo celular (WEISE, WUIK; SHARKEY, 2011).
Dessa forma, a presenca de cloroplastos capazes de produzir e acumular amido
nas celulas da bainha em plantas C3 e intermediérias seria outra pré-condic¢do
que favoreceria a evolucdo da via C4 nessas espécies (WEISE; WIIK;
SHARKEY, 2011; MIYAKE, 2016). Outro requerimento para a via C4 pode ser

encontrado em plantas intermediarias, que possuem cloroplastos das células da
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bainha de plantas intermediarias com capacidade de coletar radiagdo e gerar
elevadas quantidades de ATP (BELLASIO; LUNDGREN, 2016).

Para as espécies C3 e intermedidrias, além da localizacdo da Rubisco nas
células BFV (FIGURA 11, ANEXO), alguns cloroplastos se encontram situados
em regibes que lhes permite fazer contato com espacgos intercelulares
(FIGURAS 7 e 8; 5 e 6, ANEXO), possibilitando a fixacdo de CO, presentes
nesses espacos. Ja para as espécies H. longispicula, H. villaricencis, A.
molinioides, O. najada e P. gymnocarpum, apesar de ndo poder afirmar em
relacdo & presenca de Rubisco, € possivel perceber que suas células BFV
possuem algumas organelas mais evidentes em rela¢do as outras C3 do mesmo
grupo. Assim, além do mesofilo, as células da bainha do feixe vascular,
principalmente em intermediarias, tém a capacidade de fixar e reduzir CO,, 0
que esta relacionado com a ativacao desse tipo celular e seu envolvimento na
atividade  fotossintética  (GOWIK;  WESTHOFF, 2011; SAGE;
KHOSHRAVESH; SAGE, 2014).

Entretanto, apesar da fungdo fotossintética relacionada a célula da
bainha, 0 CO, que é liberado pela atividade fotorrespiratéria pode escapar sem
ser refixado (SAGE; KHOSHRAVESH; SAGE, 2014), sendo necessaria a
presenca de um aparato, incluindo a enzima glicina descarboxilase nessas
células a fim de metabolizar as moléculas de glicina. Dessa forma, a anatomia
foliar de poaceas C3 relacionadas a géneros C4 possuem diversas adaptacoes
que podem ser consideradas essenciais para a evolugdo dessa via. Entretanto, o
envolvimento das células BFV na funcdo fotossintética, além de ser o ponto
mais estudado, parece ser o que oferece maior suporte para explicar a evolugdo
Ca.
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5.3 O rearranjo de organelas e de distribui¢do enzimatica no clado
Homolepis-Mesosetum representam etapas no surgimento da via C4

O aumento da densidade de feixes vasculares e do tamanho e ativagdo
das células da bainha sdo considerados fases iniciais da evolucdo C4, sendo a
metabolizacdo de glicina na célula da bainha a etapa subsequente (GOWIK;
WESTHOFF, 2011; SAGE, 2004). Apesar das células da bainha de plantas C3
ndo contribuirem para elevadas taxas fotossintéticas, uma vez que ndo possuem
elevada capacidade de regenerar a Ribulose-1,5-Bifosfato (BELLASIO;
LUNDGREN, 2016), a presenca de Rubisco permite inferir a ativagdo das
células da bainha e sua integracdo a fotossintese (SAGE; KHOSHRAVESH,;
SAGE, 2014). Essa participagdo na atividade fotossintética trouxe a necessidade
de aumento da densidade de organelas nesse compartimento celular (GOWIK;
WESTHOFF, 2011).

Nas células BFV de C3, modificacbes de distribuicdo de organelas
comegam a ocorrer principalmente quando essas espécies estdo relacionadas a
géneros C4. Assim, ainda que em menor quantidade, grande parte das
mitocdndrias e cerca de 40% dos cloroplastos localizam-se de forma centripeta
na porcao interna da célula BFV (TABELA 7, ANEXO). Valores similares
foram encontrados para outras espécies de poaceas C3 por Hatakeyama e Ueno
(2016). A presenca de GDC nas células BFV das espécies de Apochloa
evidencia a expressdo dessa enzima nesse compartimento, ainda que em baixa
guantidade (FIGURA 12-B e D; 16-B; TABELA 6, ANEXO). O mesmo foi
observado para H. glutinosa, apesar de néo ter sido feita quantificagdo (FIGURA
10, ANEXO). A expressdo de GDC nas células da bainha de plantas C3 néo é
uma caracteristica generalizada (SCHULZE et al., 2013). Assim, quando as
células da bainha C3 apresentam GDC considera-se uma pré-condi¢éo
apresentada para a evolucdo C4, indicando que 0s genes responsaveis pela

expressdo dessa enzima também apresentam uma especificidade por esse
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compartimento celular, caracteristica importante em etapas subsequentes
(SAGE; CHRISTIN; EDWARDS, 2011; SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012;
SCHULZE et al., 2013; SCHULZE; WESTHOFF; GOWIK, 2016).

As espécies intermedidrias, H. isocalycia e H. aturensis, possuem
aumento significativo na &rea coberta por cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos nas células BFV, em relacdo as espécies C3 A. euprepes e A.
poliophylla (FIGURA 15-A, C e D). O mesmo pode ser inferido a partir das
seccOes anatdmicas de H. longispicula (FIGURA 9, ANEXO). Em H.
isocalycia, houve 0 aumento em 8 vezes da area ocupada por peroxissomos em
células BFV, além da densidade de mitocondrias aumentar em mais de 6 vezes
em relagdo as C3 analisadas, permitindo maior quantidade de GDC. Mais da
metade dessas organelas sdo adjacentes aos tecidos vasculares e a posicao é
centripeta (FIGURA 12-E). A posicéo interna das mitocondrias diminui a perda
de CO, fotorespiratdrio e respiratorio, por meio do aumento da distancia que
essa molécula teria que percorrer (HATAKEYAMA; UENO, 2016;
RAWSTHORNE, 1992), sendo isso uma resposta a nova funcdo das células da
bainha em metabolizar glicina (MUHAIDAT et al., 2011). Essas modificagdes
permitem classificar a H. isocalycia como uma espécie C3 do tipo proto-Kranz.
Padrdo semelhante é encontrado em Steinchisma laxa (KHOSHRAVESH et al.,
2016; SAGE; KHOSHRAVESH; SAGE, 2014), bem como para as espécies
Flaveria pringlei e F. robusta (SAGE et al., 2013).

Como descrito por Khoshravesh et al. (2016), o aumento da area coberta
por organelas em H. aturensis nas células da bainha é acompanhado pela
expressdao de GDC quase que exclusiva a esse compartimento, permitindo
classifica-la como uma espécie C2. Em H. longispicula percebe-se que a maior
parte das organelas das células BFV encontram-se associados a sua porgdo
interna (FIGURA 9, ANEXO). Em relacdo a presenca de GDC, H. longispicula

apresentou padrdo similar & H. aturensis, onde essa enzima é confinada a célula
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BFV (observagOes pessoais). Resultados similares foram observados para as
eudicotiledoneas Cleome paradoxa (VOZNESENSKAYA et al., 2007) e
Flaveria sonorensis e F. angustifolia (SAGE et al., 2013). No contexto do clado
Homolepis/Mesosetum, H. aturensis, aumentou em 3 vezes a area coberta por
cloroplastos, em 4 vezes a area de peroxissomos e quase dobrou a mitocondrial
nas células BFV e relagcdo H. isocalycia. A associacdo das organelas a porcao
interna € ainda mais evidente, sendo que quase 100% das mitocdndrias e
peroxissomos estdo nessa area da célula, como uma camada de cloroplastos mais
externa (TABELA 7, ANEXO; FIGURA 14-A). Os cloroplastos distribuidos
centripetalmente, formam uma barreira ao redor da parede celular, de modo a
garantir que grande parte do CO, proveniente da descarboxilagdo da glicina seja
refixado pela Rubisco (MONSON; RAWSTHORNE, 2000; RAWSTHORNE et
al., 1988; SAGE, 2004). Essa modificacdo na posi¢cdo das organelas para a parte
interna das células da bainha do feixe forca a refixacdo de CO, e é considerada
uma modifica¢do importante para a via C4 (SAGE; KHOSHRAVESH; SAGE,
2014).

Os menores valores de imunomarcagdo da GDC para H. aturensis em
células BFV (FIGURA 16-B), pode ser decorrente da maior area desta que
representa quase o dobro do tamanho em relacdo a H. isocalycia. O aumento das
células da bainha e seu engajamento na atividade fotossintética compensam a
reducdo das células do mesofilo (SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012). Além
disso, plantas C2 possuem sensibilidade reduzida ao O, (DAI; KU; EDWARDS,
1996), além de células da bainha com maior resisténcia, auxiliando a
manutencdo de elevados valores de pressdo parcial de CO, (BRAUTIGAM,;
GOWIK, 2016; VON CAEMMERER, 2000). Entdo, mesmo que a GDC esteja
em menor quantidade, as adaptacdes descritas auxiliam a célula BFV a funcionar

de maneira mais eficiente no que diz respeito a fixacdo de CO,.
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Dessa maneira, 0 género Homolepis apresenta duas espécies que
possuem valores elevados de GDC nas células BFV. Isso confirma o papel do
transporte de glicina como uma etapa fundamental para a evolucgdo da via C4
(MUHAIDAT et al., 2011). O aumento do nimero de cloroplastos e da area por
eles ocupada nas células da bainha de plantas intermediarias é considerado um
driver para o aumento de volume dessa organela em células da bainha de plantas
C4, como observado no género Flaveria (STATA et al., 2016). A espécie M.
ferrugineum apresenta o dobro da area de célula BFV coberta por cloroplastos
em relacdo a H. aturensis, sendo estes associados a parede externa (FIGURA 14-
C; TABELA 7, ANEXO). Pode-se observar o0 mesmo para M. loliiforme, onde a
maior parte das organelas se encontram associadas a parte externa das células
BFV (FIGURA 9-C e D). Nesse caso, esse posicionamento auxilia na captura
dos metabolitos provenientes da célula do mesofilo (SAGE; KHOSHRAVESH,;
SAGE, 2014).

Além de movimentar carbono, o transporte de glicina também move
nitrogénio ao liberar uma molécula de amdnia, havendo necessidade de re-
balango no metabolismo de nitrogénio (MONSON; RAWSTHORNE, 2000).
Assim, essa amobnia liberada é refixada na célula da bainha e pode entdo se
movimentar de volta para a célula do mesofilo na forma de aminoacido
(MALLMANN et al., 2014). Para isso, seria utilizada a glutamina sintase-
glutamato sintetase, uma vez que espécies intermediarias expressam essas
enzimas (MALLMANN et al., 2014; SCHULZE; WESTHOFF; GOWIK, 2016).
Além disso, algumas modificacbes no transporte de metabdlitos j& estdo
associadas com o ciclo C4, criando pressao seletiva para a persisténcia dessa via
(MALLMANN et al., 2014).

Muita atengdo é dada as condigdes existentes em células BFV de plantas
C3 que favorecem a evolugdo C4, entretanto modificacdes nas células M

também auxiliam nessa transi¢do entre vias. Nas células do mesofilo das C3, um
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maior ndmero de mitocéndrias e de peroxissomos foram localizados em
posi¢des mais internas ao cloroplasto (FIGURA 12-B e D). Esse posicionamento
estd relacionado com o mecanismo de reaproveitamento do CO,, além de
auxiliar na incorporacdo da NH", pela glutamina sintase-glutamato sintetase
(HATAKEYAMA,; UENO, 2016). Sendo esse padrdo similar ao observado na
intermedidria H. isocalycia (FIGURA 12-F), pode-se inferir que para essa
espécie ndo existe diferencas em termos de organelas nas células M, quando
comparada as C3 do mesmo clado.

Da mesma forma que para as espécies Steinchisma laxa (proto-Kranz) e
Steinchisma hians (C2) (KHOSHRAVESH et al., 2016), pode-se notar reducéo
na quantidade de mitocdndrias e quantidade de GDC nas células M entre H.
isocalycia e H. aturensis. Padrdo similar é observado para eudicotiledéneas do
género Flaveria e Heliotropium (MUHAIDAT et al., 2011; SAGE et al., 2013).
Uma vez que a quantidade de organelas nas células BFV em H. aturensis é
incrementada, a metabolizacdo da glicina se torna restrita a esse compartimento,
a reducdo da quantidade de organelas referentes ao mesofilo significa economia
de investimento metabolico. O posicionamento dos cloroplastos associados a
membrana plasmatica é uma estratégia para diminuir a resisténcia da difusdo
associada com a fase liquida do citoplasma (EVANS et al., 2009), sendo esta
uma caracteristica observada nas células M das espécies C3 e da proto-Kranz H.
isocalycia (FIGURA 12-F).

Ja em M. ferrugineum, apesar dos cloroplastos serem aparentemente
periféricos nas células M, ao observar as imagens de ultraestrutura, percebe-se
que existe uma faixa citoplasmatica entre a posicdo cloroplastidica e a
membrana plasmatica (FIGURA 12-D, ANEXO). Como em plantas C4 a
assimilacdo de CO, ocorre via PEPc, posicionada no citoplasma, a associacao de
cloroplastos & membrana plasmatica reduziria 0 acesso ao sitio enzimatico dessa
enzima carboxilativa priméria (STATA et al., 2014; STATA et al., 2016). As
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imagens para H. aturensis apresentaram similaridade no posicionamento dos
cloroplastos nas células M (FIGURA 14-B) e isso poderia ser um indicativo de
gue essa espécie intermediaria assimila CO, via PEPc, apresentando um ciclo
C4, ainda que ndo completamente expresso. Para confirmagdo disso, ensaios
enzimaticos e imunomarcagdo para essa enzima sdo requeridos. A auséncia de
Rubisco nas células do mesofilo de plantas C4 diminuiria a fotorrespiracdo desse
compartimento, de modo que os cloroplastos ndo precisariam estar proximos da
membrana plasmatica para recaptura de CO, (STATA et al., 2014).

Além do posicionamento, a quantidade de area coberta por cloroplastos
nas células M é bastante reduzida na espécie C4 (FIGURA 13-A, C e D). Essa
diminuicdo de cobertura celular, bem como modificacdo na posigdo contribui
para um melhor funcionamento do ciclo C4 (STATA et al., 2014). As células do
mesofilo de plantas C4 investem em um menor ndmero de cloroplastos, de modo
a diminuir o sombreamento em relacdo as células da bainha, permitindo a
absorcdo de radiacdo (BELLASIO; LUNDGREN, 2016; STATA et al., 2014;
STATA et al., 2016). Apesar da menor quantidade, os cloroplastos nas células
do mesofilo sdo eficientes, uma vez que sdo responsaveis por exportar poder
redutor para as células da bainha, por conta da deplecéo de fotossistema Il nestas
(FURBANK, 2011). A transferéncia de energia a partir das células do mesofilo
permite a elas reduzir a demanda energética, tendo como consequéncia 0 menor

investimento em cloroplastos (STATA et al., 2014).

5.4 A glicina descarboxilase modifica a relagéo isotopica de carbono e reduz

0 ponto de compensagéo de CO,

Os 3"°C para as poéceas “tipo C4” estudadas variaram entre -14 e -10%o
(TABELA 1), o que esta de acordo com a faixa de valores encontrados para
plantas C4 (-14 e -11%.) (CERLING et al., 1997). Os valores de isdtopos de

carbono para plantas C4 podem variar de acordo com os diferentes tipos de
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enzimas descarboxilativas (EHLERINGER; CERLING; HELLIKER, 1997) ou
por conta da condi¢do de vazamento da célula da bainha (FARQUHAR, 1983;
HENDERSON; VON CAEMMERER, 1992). Esse vazamento é definido como
a quantidade de CO, que ¢é fixado pela PEPc nas células do mesofilo, entretanto
perdida subsequentemente pelas células da bainha (FARQUHAR, 1983). Dessa
maneira, ainda que a discriminacdo pela PEPc contra o **C seja considerada de
2,2%0 (O’LEARY, 1981) e o carbono entregue a partir de acidos de quatro
carbonos na célula da bainha sejam enriquecidos em **C (SAGE, 2016), o
vazamento torna os valores finais mais negativos. Esse vazamento da célula da
bainha determina a influéncia da Rubisco no fracionamento de carbono em
plantas C4 (CERNUSAK et al., 2013).

As espécies C4 classificadas na subtribo Arthropogoninae utilizam a
NADP-ME como enzima descarboxilativa nas células da bainha (MORRONE et
al., 2012), possuindo caracteristicas especificas em relacdo a discriminacéo
isotopica de carbono. Como observado para M. ferrugineum (-11, 6%o), as
celulas BFV possuem lamelas médias suberizadas (FIGURA 12-C, ANEXO). A
presenca de lamela média suberizada seria responsavel pela redugdo da
condutancia do CO, através das células da bainha (COUSINS; BADGER; VON
CAEMMERER, 2008; FARQUHAR, 1983), permitindo sua alta concentracdo
nesse compartimento celular. Outra caracteristica relativa ao tipo NADP-ME
que influencia a discriminacdo isotopica ¢ que o NADPH formado via
descarboxilacdo dos é&cidos de quatro carbonos reduz o requerimento de
fotossistema Il e, consequentemente, de centros de evolucdo de oxigénio nesse
tipo de célula (FARQUHAR, 1983), o que contribui para menor discriminacao
caracteristica a esse tipo de C4.

Entre os valores observados para todas as espécies classificadas como
C3 podem estar inclusas C3 proto-Kranz, C2 ou até mesmo C4-like. Apesar de

duas espécies de Apochloa serem classificadas como C3 de acordo com 0s
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resultados de imunomarcacdo apresentados, valor de menor discriminagédo (-
23,1%0) para A. eligulata poderia indicar a presenca de espécies intermediarias,
com presenca de PEPc envolvida na fotossintese (TABELA 1). A presenca dos
dois tipos de enzimas carboxilativas no mesmo compartimento celular é uma
caracteristica comum em espécies intermediarias de Flaveria (REED;
CHOLLET, 1985), bem como em fenotipos intermediarios de Alloteropsis
semialata (LUNDGREN et al., 2016). Entretanto, o uso exclusivo de dados de
83C como caracterizagdo de intermediérias ainda ndo se mostra eficaz, uma vez
gue os valores para essas espécies tendem a um perfil C3, reflexo da
compartimentalizagdo incompleta das vias fotossintéticas (ALONSO-
CANTABRANA; VON CAEMMERER, 2016; MONSON et al., 1988; VON
CAEMMERER et al., 2014). Assim sdo necessarias analises de localizacdo e
atividade da PEPc para confirmacdo do metabolismo fotossintético.

Pode-se notar diferencas entre 5"°C das espécies do género Homolepis, 0
gue em conjunto com os demais dados coletados poderiam ratificar as diferencas
nos tipos fotossintéticos. A espécie H. glutinosa apresenta discriminagdo de -
29,6%0 e I' de 46,1 pmol.mol® (TABELAS 1 e 2), sendo esses valores
considerados padrdo para plantas C3. Esse valor de 7" em plantas C3 esta
provavelmente relacionado com a atividade carboxilase e oxigenase da Rubisco,
consequéncia da elevada pressao parcial de O, (DAI; KU; EDWARDS, 1996).
Poaceas C3 Dicanthelium oligosanthes e Panicum bisulcatum apresentaram C-
de 48 e 50 pmol.mol® (KHOSHRAVESH et al., 2016) enquanto para 0s
fenétipos C3 de A. semialata o I” foi de 50 umol.mol™* (LUNDGREN et al.,
2016).

Apesar de ndo significativa, pode-se observar uma redugdo do I" (38,7
pmol.mol™) para H. isocalycia (TABELA 2). Espécies proto-Kranz geralmente
possuem ponto de compensacdo similar & C3 (RAWSTHORNE, 1992),

entretanto a quantidade significativa de GDC na célula da bainha poderia ser
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responsavel pela modificacdo de caracteristicas relacionadas as trocas gasosas
(VON CAEMMERER, 1989). Embora haja essa reducdo, o valor de isétopo de
carbono em matéria seca (-28,1%.) foi similar ao encontrado para a C3
(TABELA 1). Em plantas com essa variacdo metabdlica, o CO, é fixado pela
Rubisco tanto nas células do mesofilo quanto nas células da bainha, havendo
discriminacdo por essa enzima carboxilativa em ambos os compartimentos
celulares (VON CAEMMERER, 1989; VON CAEMMERER; HUBICK, 1989).
Como o transporte de glicina ndo é um mecanismo completo em proto-Kranz, a
refixagdo do CO, nas células BFV reflete na diminui¢do do I', entretanto ndo
modifica a discriminacao de is6topos.

Para H. aturensis, houve reducdo significativa do 7" (15,7 pmol.mol™)
em relagdo & C3 (TABELA 2), como reflexo do rearranjo de organelas descrito
anteriormente. Apesar da Rubisco presente na célula do mesofilo fixar CO, da
mesma maneira que a C3, na célula da bainha do feixe essa mesma enzima é
exposta ao fluxo de glicina proveniente do mesofilo e consequentemente ao CO,
proveniente de sua descarboxilacdo (VON CAEMMERER; HUBICK, 1989). A
pressdo parcial de CO, das células da bainha é inversamente proporcional a do
mesofilo, uma vez que a quantidade de glicina é determinada pela taxa de
oxigenagdo da Rubisco (LEEGOOD; VON CAEMMERER, 1994; VON
CAEMMERER, 1992; VON CAEMMERER, 2000). Em plantas que possuem
metabolismo C2, como a Flaveria pubescens, a descarboxilagdo fotorrespiratoria
da glicina é uma importante fonte de CO,, sendo capaz de triplicar a
concentragdo interna desse gas em relacdo as espécies C3 (KEERBERG et al.,
2014). Nesse conexto, H. aturensis apresentou aumento da razdo Ci/Ca em
relacdo a C3 do mesmo género (TABELA 2).

A diferenca em relagdo a H. isocalycia é que em H. aturensis ha
necessidade de movimentagdo da glicina da célula do mesofilo para a bainha, ja

que a GDC ¢ ausente nas células M de espécies C2 (FIGURA 14-B). A presenca
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do ciclo C2 torna dificil quantificar a contribuicdo de diferentes vias
biogquimicas envolvidas na fotossintese dessas plantas (ALONSO-
CANTABRANA; VON CAEMMERER, 2016; VON CAEMMERER, 1989).
Outra possibilidade para explicar a reducdo dos valores de I” seria a fixacdo de
CO, pela PEPc (VON CAEMMERER, 2000), o que poderia ter relacdo com o
posicionamento de cloroplastos nas células M (FIGURA 14-B). As espécies
Flaveria floridana e F. anomala acumulam acidos organicos de quatro carbonos,
indicando atividade da PEPc (MONSON et al., 1986), da mesma forma que para
a poacea C2 S. hians que apresenta ciclo C4 fraco (EDWARDS; KU; HATCH,
1982). Entretanto, o valor de is6topos de carbono ndo confirma essa hipétese,
uma vez gue -31,0% estariam relacionados com o metabolismo C2 do tipo I, em
que ndo ha a participacdo de etapas envolvidas no ciclo C4. Diferente do ciclo
C4, o carbono entregue pela descarboxilacdo da glicina a Rubisco é pobre em
3¢, de modo a reduzir valores de discriminaco isotopica de carbono (GILLON;
GRIFFITHS, 1997; SAGE, 2016). Além disso, valores de I” caracteristicos para
plantas C2 do Tipo Il sdo menores que 10 pmol.mol™® (VOGAN; FROHLICH:;
SAGE, 2007).

Em relagdo a EC, a C3 H. glutinosa apresenta maiores valores em
relacdo a C2 H. aturensis (TABELA 2). Mesmo que plantas intermediarias
possuam menores pontos de compensacdo de CO, em comparacdo as C3, a
eficiéncia de carboxilacdo nunca atinge valores proximos aos encontrados em
plantas C4 (DAI; KU; EDWARDS, 1996; LUNDGREN et al., 2016). A
ocorréncia de valores de eficiéncia carboxilativa similares a C4 em plantas
intermedidrias, seria um indicativo de ciclo C4, ainda que fraco (LUNDGREN et
al., 2016), sendo essa outra razdo para explicar a provavel inexisténcia de ciclo
C4 em H. aturensis.

Ja para H. longispicula observou-se aumento de 5C (-27,5%0) em

relacdo & C3 (TABELA 1). Uma vez que essa espécie possui expressao de GDC
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apenas na célula da bainha (observacfes pessoais), ela pode ser classificada
como uma C2. Entretanto, diferente da H. aturensis, a discriminacdo da H.
longispicula, poderia indicar integragdo com o ciclo C4. Estudos com F.
floridana, intermediaria C2 Tipo I, demonstram que em baixas concentragdes
de CO,, o ciclo C4 pode contribuir em até 21% na fixacdo de carbono
(ALONSO-CANTABRANA; VON CAEMMERER, 2016). Apesar disso, este
ainda pode possuir uma baixa atividade, que pode ser decorrente do baixo
turnover de enzimas, como a PEPc (PEISKER, 1986), bem como a menor
eficiéncia em transferir carbono entre os ciclos C4 e C3 (MONSON et al., 1986,
1988; REED; CHOLLET, 1985).

Os valores de vazamento da célula da bainha para plantas intermediarias
sdo maiores do que para plantas com ciclo C4 completamente expresso e trata-se
de um dos principais fatores que influenciam a discriminacdo (FARQUHAR,
1983). A compartimentalizagdo incompleta das enzimas Rubisco e PEPc, que
podem estar presentes em ambos o0s tipos celulares, permite que a Rubisco
assimile CO, em um sistema aberto resultando numa maior discriminacgao contra
0 ®C0,, podendo isso explicar porque valores de isotopo de carbono em plantas
intermedidrias sdo similares as C3, apesar de poder haver assimilacdo pelo ciclo
C4 (MONSON et al., 1986). Esses fatores reduzem a eficacia do mecanismo
concentrador de carbono ao redor do sitio da Rubisco (ALONSO-
CANTABRANA; VON CAEMMERER, 2016).

Para H. villaricensis, o valor de -32,0%o seria tipico de uma C2 do Tipo |
(TABELA 1). Entretanto, apesar das imagens anatdbmicas mostrarem uma
distribuicdo de organelas nas células BFV, sem dados ultraestruturais,
enzimaticos e de trocas gasosas ndo se pode afirmar que essa espécie pertenceria
a esse tipo fotossintético, sendo o mesmo valido para H. longispicula. Nem
todas as espécies classificadas como intermediarias possuem ciclo C4

(PEISKER, 1986), entretanto as modificagbes bioquimicas relativas ao



94

metabolismo da glicina parecem ser comuns em todas elas (DAI; KU,
EDWARDS, 1996), como demonstrado para H. isocalycia, H. aturensis e H.
longispicula. A presenca de GDC, sua especificidade pela célula BFV e sua
atividade como descarboxilase sdo capazes de modificar a assimilacdo de
carbono para essas espécies.

Dessa forma, apesar dos valores de discriminacdo dos isétopos de
carbono integrar o fracionamento de carbono relativo a difusdo de CO,,
atividade da Rubisco e PEPc, bem como outras etapas do metabolismo do
vegetal (CERNUSAK et al., 2013; VON CAEMMERER et al., 2014; SAGE,
2016), sdo resultados que permitem inferir sobre a assimilacdo de carbono
guando utilizados em conjunto com outros dados. Estudos tém observado que
plantas bem adaptadas a variacfes na concentracdo atmosférica de CO, em
diferentes ambientes de crescimento, conseguem manter os valores de Ci/Ca
relativamente constantes (FRANKS et al., 2013). Alguns resultados demonstram
que as medidas de is6topos de carbono de curto prazo (A™*C) sdo diretamente
relacionadas com medidas realizadas em matéria seca (GILLON; GRIFFITHS,
1997). Assim, apesar de caracteristicas ambientais modificarem os valores de
isétopos de carbono entre diferentes espécies, a fisiologia interna de cada uma

delas pode restringir esse tipo de variacdo (CERNUSAK et al., 2013).

5.5 As caracteristicas intermediarias de Homolepis isocalycia e H. aturensis
faz do clado Homolepis-Mesosetum um modelo anatdmico e bioquimico

de evolugdo C4 em poaceas

O clado Homolepis/Mesosetum apresenta etapas entre as vias C3 e C4,
representadas pelas espécies H. isocalycia, H. aturensis e H. longispicula
(FIGURA 18 e 19). As poaceas representam algumas das linhagens mais antigas
onde a evolucdo C4 ocorreu (EDWARDS et al., 2010), podendo este ser um

motivo para a baixa quantidade de espécies intermedidrias encontradas em



95

monocotiledéneas quando comparado as eudicotiledoneas. O fato de serem
encontradas diversas transicdes entre as vias C3 e C4 no género Flaveria indica
gue por ser um género recente na historia evolutiva ele ainda est4d em processo
de evolucdo (SCHULZE et al., 2013). Uma vez que ndo somente caracteres
fisioldgicos, mas também peculiaridades da ecologia afetam a trajetéria
evolutiva desses grupos (LUNDGREN et al., 2015), estudos de datagdo
molecular das espécies do clado Homolepis/Mesosetum seriam importantes para
entender as condi¢cbes ambientais durante o surgimento dessas espécies

transitorias.

Figura 18 - Esquema de modificagbes da quantidade e posicionamento de
organelas e distribuigdo enzimética nas células do mesofilo para
espécies do clado Homolepis/Mesosetum. C3, Homolepis glutinosa;
C3 proto-Kranz, Homolepis isocalycia; C2, Homolepis aturensis;
C4, Mesosetum ferrugineum. 2C, molécula de dois carbonos-
Glicina; 4C, molécula de quatro carbonos- Malato; CA, Anidrase
Carbonica.

Proto-Kranz

Cloroplasto X PEPc
Mitocondria @ Rubisco
@ Feroxissomo 4 GDC
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Em uma das quatro ramificagbes de surgimento C4 da subtribo
Arthropogoninae (GPWG Il, 2012), existem pelo menos trés pontos
intermediarios no género Homolepis (FIGURA 18), superando o género
Neurachne, em que apenas a espécie Neurachne minor é descrita como C2 do
Tipo | (SAGE; KHOSHRAVESH; SAGE, 2014). Assim, em comparac¢do as C3
analisadas pode-se perceber uma diminuicdo do nimero de organelas associadas
a células M nas intermediarias e na C4, culminando na menor quantidade de
cloroplastos na espécie M. ferrugineum, enquanto o contrario é observado nas
células BFV (FIGURAS 13-C, 16-C, 18 e 19). Essa tendéncia geral esta ligada
ao reposicionamento de organelas nos tipos celulares M e BS. A Rubisco é
gradualmente perdida no mesofilo, na medida em que ha aumento da atividade
da PEPc (BRAUTIGAM; GOWIK, 2016; HECKMANN et al.; 2013),
permitindo que essa se torne a enzima carboxilativa priméria nas C4 (STATA et
al., 2016). Ja na célula da bainha, o aumento gradual do nimero de organelas
remete ao engajamento desse tipo celular nas atividades fotossintéticas (SAGE;
KHOSHRAVESH; SAGE, 2014).
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Figura19 - Esquema de modificacfes da quantidade e posicionamento de
organelas e distribuicdo enzimética nas células da bainha do feixe
vascular para espécies do clado Homolepis/Mesosetum. C3,
Homolepis glutinosa; C3 proto-Kranz, Homolepis isocalycia; C2,
Homolepis aturensis; C4, Mesosetum ferrugineum. 2C, molécula
de dois carbonos- Glicina; 4C, molécula de quatro carbonos-
Malato; BM, bainha mestomatica.

Proto-Kranz

Cloroplasto
" P @ Rubisco

Mitocondria 4+ coc
. Peroxissomo

Apesar de ndo ter sido realizada quantificagdo para a espécie H.
glutinosa, o posicionamento de GDC praticamente restrito a célula M e a
Rubisco em ambos os tipos celulares, além das caracteristicas de trocas gasosas
permitem classifica-la como C3 (FIGURAS 17; 10, ANEXO). Por compartilhar
nichos ecoldgicos similares, poderia inferir que a H. villaricensis seria mais uma
C3 do género (FIGURA 5). Entretanto, a presenca de organelas nas células BFV
(FIGURA 5-B, ANEXO) e os valores 8 °C (TABELA 1) préximos aos
encontrados em espécies C2 permitem hipotetizar que este seria mais um ponto
intermedidrio entre as vias C3 e C4. Como ja descrito anteriormente, a partir dos
resultados obtidos ndo se é capaz de afirmar o tipo fotossintético dessa espécie.

A relacdo de H. isocalycia, espécie classificada como C3 proto-Kranz
(FIGURA 18 e 19), com as C2 e C4 do grupo, suporta essa ideia de evolucdo. A

etapa proto-Kranz é considerada uma etapa inicial para o surgimento da via C2
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(SAGE et al., 2013), sendo que as adaptacdes dessas espécies funcionam como
uma forma de aumentar o ganho de carbono foliar, mesmo sob condicGes
altamente fotorrespiratérias (MUHAIDAT et al., 2011). A fotorrespiracdo é
fortemente associada ao aparecimento de plantas C4 (BRAUTIGAM; GOWIK,
2016; SAGE, 2013), ndo somente como driver para surgimento dessa via, mas
também pelo reaproveitamento do CO, liberado pela glicina. As células da
bainha de espécies proto-Kranz, apesar de ainda “pobres” em relacdo a
guantidade de organelas quando comparadas as C2 e C4 (MUHAIDAT et al.,
2011; SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012), ja possuem caracteristicas que
integram o metabolismo da glicina (FIGURA 12-E).

A auséncia de GDC nas células do mesofilo ocorre de forma gradual,
uma vez que 0s genes responsaveis pela expressdo dessas enzimas ndo sdo
desligados abruptamente (SCHULZE et al., 2013). Dessa maneira, assim como
observado no modelo de evolucdo C4 em eudicotiledbneas, Flaveria, existe essa
etapa intermediaria antes da via C2, como pode ser observado com a presenca da
espécie H. isocalycia, onde ocorre uma diminuicdo gradual entre a quantidade
de GDC das C3 para a proto-Kranz (FIGURA 13-C; TABELA 5, ANEXO).
Esse estagio entre as vias C3 e C4 é essencial, uma vez que essa perda abrupta
de GDC nas células do mesofilo seria fatal para o vegetal, pois nesses estagios a
célula da bainha ainda ndo tem capacidade suficiente para descarboxilar todo o
volume de glicina produzido (SCHULZE et al., 2013; SCHULZE; WESTHOFF;
GOWIK, 2016). Assim, espécies proto-Kranz facilitariam o estagio subsequente
C2, em qgue toda a glicina deve se movimentar da célula do mesofilo para a da
bainha onde é descarboxilada (MUHAIDAT et al., 2011; SAGE et al., 2013).

Em plantas C2, o transporte de glicina para as células da bainha cria
altas concentracGes de CO,, possibilitando uma pressdo para o aumento do
nimero de cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos nessas células
(SCHULZE; WESTHOFF; GOWIK, 2016) e permitindo a Rubisco estar mais
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engajada na fixagdo de CO, (SCHULZE et al., 2013). Esse movimento cria um
mecanismo concentrador de carbono analogo ao que € descrito para as plantas
C4, com a diferenca de que ao invés de acidos de quatro carbonos o movimento
ocorre via caso moléculas de dois carbonos (RAWSTHORNE et al., 1988;
SAGE; STATA, 2015; SCHULZE et al., 2013). Apesar da especificidade de
GDC por células BFV, a Rubisco continua sendo expressada em ambas as
células (FIGURA 11-G e H, ANEXO). Enquanto existe expressdo da Rubisco
no mesofilo, alta expressdo de genes responsaveis por enzimas envolvidas na
atividade fotorrespiratéria é requerida (BRAUTIGAM; GOWIK, 2016).

Acredita-se que a via C2 evoluiu anteriormente a C4 (VOGAN;
FROHLICH; SAGE, 2007), sendo o estabelecimento de caracteristicas de
anatomia Kranz facilitadoras para a inicializacdo da regulagéo positiva para o
metabolismo C4 (SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012). Esse conjunto de
modificacdes leva a redugdo do 7" (MONSON; RAWSTHORNE, 2000; VON
CAEMMERER, 2000), como j& descrito anteriormente para H. aturensis
(TABELA 2). Essas espécies C2 possuem densidade de plasmodesmas na
interface entre as células do mesofilo e da bainha, entre o que é encontrado para
C3 e C4, sendo isso necessario para facilitar a troca de metabdlitos entre esses
dois tipos de células (MONSON; RAWSTHORNE, 2000). Apesar de nao ter
sido feita quantificacdo para esse tipo de estrutura, a posicdo das enzimas e a
diminuicdo significativa do I em H. aturensis deve indicar que ha uma
facilidade em movimento de metabdlitos entre as células M e BFV em relagdo a
sua proto-Kranz relacionada H. iscalycia.

Para compensar 0 maior investimento relativo as modificacGes
estruturais presentes nas intermediarias, como na arquitetura dos feixes
vasculares, os ganhos fotossintéticos deveriam ser maiores que 0S gastos
(BRAUTIGAM; GOWIK, 2016). Entretanto, os maiores valores de A para H.

aturensis ocorre apenas em concentragdes de CO, reduzidas, sendo comparaveis
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aos valores da C3 na medida em que a concentracdo de CO, aumenta (FIGURA
17). Para plantas C2 o aumento fotossintético é vantajoso em condi¢Bes de
baixas concentracbes de CO, que remete a condi¢des encontradas em épocas do
passado geologico (VOGAN; FROHLICH; SAGE, 2007), porém no contexto
atual de aumento do CO, na atmosfera, 0 mecanismo concentrador ndo parece
ter muitas vantagens (KORRES et al., 2016). Além disso, plantas intermediarias
também ndo possuem maior eficiéncia do uso do nitrogénio em relacdo as C3
(VOGAN; SAGE, 2011).

No clado estudado, o estabelecimento do ciclo C2 ocorreu pelo menos
duas vezes, com as espécies H. aturensis e H. longispicula. A existéncia de
plantas intermediarias ndo significam pontos finais de evolu¢do, mas uma etapa
para o surgimento C4 desde que a condigdo do ambiente persista (EDWARDS,
2014; HECKMANN et al., 2013). A espécie H. aturensis ocupa um nicho
ecoldgico que a diferencia do centro de ocorréncia da H. longispicula (FIGURA
5). Enquanto H. aturensis est4 mais relacionada com locais de elevadas médias
de temperatura, para H. longispicula a quantidade de agua disponivel é o fator
limitante (FIGURA 4). Tanto em condi¢fes de altas temperaturas quanto de
limitagdo hidrica a refixacdo de CO, liberado pela glicina se mostra vantajosa
por diminuir as taxas fotorrespiratorias.

A partir dos dados obtidos, ndo se pode determinar o tipo fotossintético
da H. longispicula, apesar de saber que ela é uma C2. Essa espécie € candidata a
C2- Tipo Il ou C4-like. Caso haja atividade C4 nessa espécie, como explicado
anteriormente por conta dos valores de isétopos (TABELA 1), é possivel que
essa intermediaria represente uma etapa ainda mais proxima da C4 na evolucéo
entre as duas vias, a diferenciando de H. aturensis, onde etapas C4 sdo
improvaveis.  Algumas  intermediarias  desenvolvem o  transporte
fotorrespiratdrio, porém nunca utilizam a via C4 para balancear o nitrogénio,

enquanto em casos onde etapas C4 j& estdo presentes, o rebalanco de nitrogénio
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¢ realizado pela transferéncia de compostos envolvidos nessa Vvia
(BRAUTIGAM; GOWIK, 2016).

Espécies intermediarias sdo capazes de trazer linhagens para ocupar
nichos ecoldgicos mais quentes que por promoverem a fotorrespiracdo, podem
favorecer o surgimento da via C4 (LUNDGREN; CHRISTIN, 2016). Nas
espécies do género Blepharis, as intermediarias compartilham 0 mesmo espaco
climéatico que favorece o surgimento de espécies C4, sendo essa localidade
guente e arida (FISHER et al., 2015), como o que é geralmente esperado para a
evolucdo da via fotossintética de C4 (SAGE; SAGE; KOCACINAR, 2012).
Entretanto, plantas C4 tendem a se diversificar por uma faixa ambiental maior
do que as ndo-C4 que tendem a permanecer confinadas a determinadas
condi¢fes ambientais as quais estdo mais adaptadas (CHRISTIN; OSBORNE,
2014; LUNDGREN et al., 2015). Esse comportamento pode ser visualizado para
as espécies estudadas em que as espécies do género C4 Mesosetum ocupam uma
ampla faixa de ambientes (FIGURA 5; 4, ANEXO). Dessa maneira, as diferenca
entre nichos ecoldgicos, além das provaveis diferencas metabdlicas entre as
intermedidrias levanta a questdo de qual o papel de cada uma dessas
intermediarias no surgimento da via C4 nesse grupo.

Para as C4 pode-se perceber a divisdo espacial entre as enzimas Rubisco
e PEPc, além das organelas e GDC envolvidas na fotorrespiracdo estarem
preferencialmente nas células M (FIGURAS 14-C e D; 12, ANEXO). A
auséncia de Rubisco, na célula do mesofilo na evolucdo C4, é considerada uma
modificacdo relativa a estagios tardios da evolucdo (PEISKER, 1986). Porém,
guando a perda de Rubisco na célula do mesofilo é completa, pode-se proceder a
evolucdo da via C4 que vem acompanhada da diminuicdo da expressdo das
enzimas fotorrespiratorias (BRAUTIGAM; GOWIK, 2016), sendo a maior parte
da expressdo destas relacionadas com as células da bainha (DORING et al.,
2016).
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A evolugdo C4 se inicia com a modificacdo do metabolismo
fotorrespiratério para as células da bainha e é finalizado pelas modificacoes
relativas ao estabelecimento do ciclo C4 e a otimizagdo das enzimas
relacionadas a ele (HECKMANN et al.,, 2013). Essas etapas podem ser
observadas nas espécies pertencentes ao clado Homolpeis/Mesosetum, fazendo
desse um candidato a modelo anatémico e bioquimico de evolugdo da via C4 em
poaceas. Logicamente a existéncia de duas espécies C2 que possuem diferencas,
pelo menos no que diz respeito a ocorréncia ambiental deixa clara a necessidade
de entender, por meio da producdo de uma filogenia robusta, o papel dessas duas

espécies no aparecimento da via C4 no género irmao Mesosetum.



103

6 CONCLUSAO

Os padrdes de distribuicdo ambiental em conjunto com o0s caracteres
anatdmicos, ultraestruturais e enzimaticos permitem afirmar que as espécies da
subtribo  Arthropogoninae possuem adaptacBes que tornam possivel o
surgimento de fotossintese C4 nesse grupo. A confirmacdo de duas espécies
intermedidrias H. isocalycia (C3- proto-Kranz) e H. aturensis (C2) faz do clado
Homolepis/Mesosetum um modelo anatémico e bioguimico de evolucdo C4 em
poéceas. Todas as principais etapas evolutivas sdo encontradas, como a redugédo
da distdncia entre feixes vasculares, utilizacdo do CO, fotorrespiratorio,
metabolismo da glicina confinado na célula BFV e estabelecimento completo do
ciclo C4. Uma terceira espécie, a H. longispicula também pode ser considerada
uma candidata & intermediaria entre as duas vias, entretanto mais detalhamento
para confirmar seu tipo fotossintético é necessario. Uma vez que etapas da via
C4 ja podem estar presentes nas espécies intermedidrias, analises das enzimas
envolvidas nessa via sdo necessarias, bem como a produgdo de uma filogenia
que inclua todas as espécies do género Homolepis. Os resultados gerados, bem
como etapas subsequentes desse estudo permitem a geracdo de conhecimento
que pode facilitar a insercdo de caracteres C4 em culturas C3, como o caso do

arroz, em um futuro préximo.
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ANEXO A - DADOS E IMAGENS ADICIONAIS PARA AS ESPECIES
DA SUBTRIBO ARTHOPOGONINAE ESTUDADAS

Tabela 1. Lista das espécies provenientes de material herborizado com suas
respectivas informacgdes de coleta. Amostras seguidas de (*) foram utilizadas

para as andlises anatémicas.

Espécies Localidade Coletor Data de Cddigo do
coleta Herbério
Apochloa animara Brasil, Bahia, Mori et al. Jul/1979 652006
(Renvoize) Zuloaga &  Agua Quente 12669
Morrone
Brasil, Bahia, Morri; Beston ~ Mar/1980 652007
Mucugé 13627
Apochloa bahiensis Brasil, Minas Hatschbach ~ Nov/1985 00863797
(Renvoize) Zuloaga &  Gerais, Serro 50215
Morrone
Apochloa chnoodes _ Huber; Jan/1983 .
(Trin.) Zuloaga & Steyermaris
Morrone 6918
_ Boom; Gopaul ~ Abr/1987 _
7561
Apochloa cipoensis Brasil, Minas Hatschbach ~ Out/1974 00863832
(Renvoize & Send.)  Gerais, Serra do 35361 (*)
Zuloaga & Morrone Cipé
Apochloa eligulata Venezuela Huber et al. Fev/1985 _
(N.E. Br.) Zuloaga & 10185
Morrone
Venezuela Steyermark etal. Fev/1983 _
128933
Apochloa euprepes Brasil, Bahia, Mori 13306 Fev/1980 652138
(Renvoize) Zuloaga & Palmeiras
Morrone
Brasil, Minas Irwin et al. Fev/1968 00863904
Gerais, Serra do 20387
Cipo
Apochloa lorea (Trin.) _ Anderson 35227 Fev/1972 L

Zuloaga & Morrone
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Espécies Localidade Coletor Data de Cddigo do
coleta Herbério
_ Irwin et al. Fev/1968 _
20296
Apochloa lutzii Brasil, Riode  Martinelli 6151 Out/1979 652719
(Swallen) Zuloaga & Janeiro, Petropolis
Morrone
Brasil, Minas Chase 9724  Maio/1925 00863459
Gerais, Serra do
Capara6
Apochloa molinioides  Brasil, Minas Irwin et al. -
(Trin.) Zuloaga & Gerais 22725
Morrone Brasil, Minas  Andersonetal. Fev/1972 -
Gerais 35468 (*)
Apochloa poliophylla  Brasil, Minas Emygdioetal. Jul/1972 00864176
(Renvoize & Zuloaga) Gerais, Caraga 3569
Zuloaga & Morrone
Apochloa sipapoensis Venezuela, Maguire; Politi  Dez/1945 414051
(Swallen) Zuloaga & Amazomas 27919
Morrone
Apochloa steyermarkii Venezuela Steyermark et al. Jan/1983 -
(Swallen) Zuloaga & 128168
Morrone
- Steyermark; Fev/1955 -
Wardade 327
Canastra lanceolata Brasil, Minas  Filgueiras 3591  Set/1999 1009333
(Filg.) Morrone, Gerais, Serra da *)
Zuloaga, Davidse & Canastra
Filg.
Homolepis aturensis Costa Rica, Aguilar 13031  Dez/2010 -
(Kunth) Chase Puntarendas *
Belize, Toledo Atha 1238a  Ago/1995 01087865
Peru, Loreto, Fosberg 28887  Jun/1947 640667

Coronel Portilho
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Espécies Localidade Coletor Data de Cddigo do
coleta Herbério
Bolivia, El Beni, Solomon 7955  Jun/1982 640668
Provincia da Vaca
Diez
Brasil, Amazonas, = Nee 42378 Jan/1992 1147061
Manaus
Homolepis glutinosa Costa Rica, Pohl 14126  Ago/1982 _
(Sw.) Zuloaga & Cartago
Soderstr. Pohl; Pinetle, - _
13253
Puerto Rico, Athaetal. 671 Ago/2008 0108769
Munico Chales *)
Guiana, Regido  Boom; Gopaul  Abr/1987 -
do Rio Mazarani 7291
Homolepis isocalycia . Godfrey 2047  Nov/1965 .
(G. Mey.) Chase
Guiana, Mabunu  Pipoly 8650 Set/1986 -
Hill
Guiana Henkel; Abr/1993 .
Williams 1994
Suriname Oldenburguer et  Out/1968 -
al. ON355
Homolepis Brasil, Distrito  Ratter et al. 3356 Ago/1976 00863452
longispicula (D6ll)  Federal, Brasilia
Chase : . :
Brasil, Curitiba  Renvoize 973 _ -
Brazil, Minas  Eitenetal. 6754 Nov/1965 00862717
Gerais, Serra do
Cipo
Homolepis Argentina, Morrone 779  Fev/1996 -
villaricensis (Mez) Missiones
Zuloaga & Soderstr. Argentina, Montes 27562  Mar/1958 .
Missiones
Argentina Eichentes 747  Abr/1945 -
Argentina, Zuloagaetal. Mar/1996 -
Missiones 5664 (*)
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Espécies Localidade Coletor Data de Cddigo do
coleta Herbério
Oplismenopsis najada Argentina Hicken 94 1910 _
(Hack. & Arechav.)
Parodi Argentina, ArBo et al. 8249 Dez/1998 _
Corrientez *)
Phanopyrum Estados Unidos, Thomas; Yoina Ago/1999 _
gymnocarpon (Elliott) Arkansas, Nevada 162249
Nash Estados Unidos,  Nelson17836  Set/1996 .
Carolina do Sul
Estados Unidos,  Griffin 67 (*)  Out/2003 -
Louisiana, Clinton
Achlaena Cuba, Provincia Ekman 16963  Ago/1923 1362418
piptostachya Griseb. Matanzas
Cuba, Havana Ledn 11526 Out/1923 1362428
Cuba, llhada  Killip 45260 (*) Dez/1955 1362416
Juventude
Arthropogon filifolius ~ Brasil, Distrito ~ Filgueirasetal.  Set/1985 00861371
Filg. Federal, Brasilia, 1184
Reserva
Ecologica do
IBGE
Brasil, Distrito  Filgueiras etal.  Set/1986 00861396
Federal, Brasilia, 1222
Reserva
Ecologica do
IBGE
Brasil, Goias,  Filgueiras, 1086 Jul/1983 00861370
Serra dos Pireneus
Arthropogon villosus  Brasil, Distrito  Mendonca et al. Maio/1986 00861426
Ness Federal, Brasilia, 629
Reserva
Ecoldgica do
IBGE
Brasil, Distrito  Irwin et al. 8309  Set/1965 00861372
Federal, Brasilia,
Chapada da
Contagem
Brasil, Goias, Kral etal. 75720 Nov/1988 00861428

Planaltina
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Espécies Localidade Coletor Data de Cddigo do
coleta Herbario
Arthropogon xerachne Brasil, Sdo Paulo, Eiten etal. 2867 Maio/1961 884658
Ekman Séo José dos *)
Campos
Coleataenia anceps  Estados Unidos, Thomas 138182 Out/1993 1650814
(Michx.) Soreng Louisiana
Estados Unidos, Longbottom  Ago/2013 02147633
Maryland, 20176 (*)
Worcester Co
Coleataenia Cuba, llha da Britton 14701  Fev/1916 1531006
caricoides Juvntude
(Neess eXTrin)  cyupa Pinardel  Ekman 10888 AbI/1920 1531009
oreng Rio, Los Palacios
Coleataenia longifolia Estados Unidos,  Longbottom  Ago/2013 02200592
(Torr.) Soreng Maryland, 20138
Dorchester Co
Estados Unidos,  Fernald 4766  Set/1935 1769062
Virginia, Princess
Anne Co
Coleataenia Cuba, Mendoza  Ekman 11452  Jun/1920 1604850
petersonii (Hitchc. &
Ekman) Soreng
Coleataenia stenodes Republica Liogier 24083  Out/1975 1531012
(Griseb.) Soreng Dominicana,
Distrito Nacional,
Sierra Pietra
Jamaica, Harris 12227  Nov/1915 1531015
Clarendon Parish
Coleataenia tenera Bahamas, Andros  Correll 49654 Maio/1978 1531033
(Beyr. ex Trin.)
Soreng Bahamas, Cat  Correll 46109 Nov/1975 01531031
Island
Mesosetum alatum Brasil, Mato Irwin et al. Jun/1966 00863263
Filg. Grosso 16467
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Espécies Localidade Coletor Data de Cddigo do
coleta Herbario
Mesosetum annuum Brasil, Goiés, Irwin et al. Mar/1968 00863289
Swallen Alto Paraiso de 21697
Goias
Mesosetum arenarium  Brazil, Goias, Irwin et al. Mar/1966 00863264
Swallen Serra dos Cristais 13337
Brazil, Minas Filgueiras; Jan/1984 00863290
Gerais, Serrade  Burman, 1106
Santo Antbnio
Mesosetum blakei Belize Gentle 8299  Ago/1954 _
Swallen
Mesosetum Brasil, Para Strudwice etal. Ago/1981 1166196
cayennense Steud. 4381
Brasil, Para Plowmanetal. Fev/1980 1166198
8696
Brasil, Goids, = Anderson 7135 Mar/1974 00863260
Silvania
Mesosetum chaseae  Brasil, Roraima Coradin; Out/1977 _
Luces Cordeiro 871
Guyana Petersonetal.  Jun/1989 _
7564
Mesosetum Venezuela Davidse etal.  Abr/1979 -
chlorostachyum (Déll) 1683
Chase Brazil, Amazonas de Paula 10421 Mar/1969 -
Mesosetum comatum Argentina, Morrone etal.  Fev/1996 _
Swallen Missiones 1000
Argentina, Zuloagaetal. Mar/1995 -
Missiones 5329
Mesosetum Brasil, Goias Irwin et al. Fev/1966 00863287
elytrochaetum (Hack.) 12700
Swallen Brasil, Goias Irwin et al. Mar/1971 00863288
32768
Mesosetum exaratum  Brasil, Minas Sendulsky 443  Dez/1971 00932902
(Trin.) Chase Gerais,
Jaboticatubas
Mesosetum Brasil, Bahia, Ganeu 2684 Dez/1993 884686
ferrugineum (Trin.) Abaira
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Espécies Localidade Coletor Data de Cddigo do
coleta Herbario
Chase Brasil, Bahia, Harley et al. Jan/1992 884684
Abaira 50756
Brasil, Distrito Irwin et al. Nov/1965 00863280
Federal 10660
Mesosetum filifolium Belize, Distrito de  Atha 1218 Ago/1995 229636
F.T. Hubb. Toledo
Nicaragua, Zelaga  Neil 4417 Jun/1978 _
Venezuela Davidse 17417 Maio/1979 -
Mesosetum gibbosum  Brasil, Bahia, Souzaetal. 5238 Fev/1994 651148
Renvoize & Filg. Palmeiras
Brasil, Bahia, Pirani e al. Fev/1992 884682
Abaira 51473
Mesosetum loliiforme Cuba, Pinor del  Ekman 11350  Jun/1920 651147
(Hochst. ex Steud.) Rio
Chase Cuba, Pinor del Ekman 1028 Jul/1921 1604082
Rio
Brasil, Sdo Paulo  Sasaki; Sasaki  Jun/2004 1018480
922
Brasil, Bahia, Irwin et al. Fev/1971 651143
Serra do 32477
Tombador
Brasil, Bahia, Queirozetal.  Abr/1999 778427
Umburana 5214
Brasil, Bahia, Davidse etal.  Abr/1976 651150
Barreiras 12108
Mesosetum Brasil, Brasilia Luetzelberg Abr/1936 00863103
pappophorum (Nees) 27072
Kuhlm. Brasil, Ceara Swallen 4615 Mai/1934 00863102
Brasil, Ceara Swallen 4453 Mai/1934 00863075
Mesosetum pittieri Panama Allen 839 Set/1938 .
Hitchc.
Mesosetum Venezuela, Hubert e Tilletl,  Jul/1980 _
rottboellioides Amazonia 5398
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Espécies Localidade Coletor Data de Cddigo do
coleta Herbério
(Kunth) Hitchc. Venezuela, Huber 5259 Jun/1980 -
Amazonia
Venezuela, Davidse 2737  Out/1971 _
Amazonia
Venezuela, Aturas Davidse e Abr/1978 .
Huber. 15015
Mesosetum wrightii ~ Cuba, Pinor del Ekman 990 Out/1923 1604108
Hitchc. Rio
Cuba, Villa Clara BrolLeon 6430  Jul/1916 1604101
Oncorachis Brasil, Distrito  Irwin 8658 (*)  Set/1965 00906148
macrantha (Trin.)  Federal, Brasilia
Morrone & Zuloaga
Brasil, Goiés, Irwin 7131 Out/1964 00906149
Serra do Caiap6
Brasil, Minas Warming s.n. _ 00906146
Gerais, Lagoa
Santa
Oncorachis ramosa Brasil, Minas  Souza 5474 (*) Mar/1994 00906125
(Zuloaga & Soderstr.) Gerais,
Morrone & Zuloaga Montezuma
Brasil, Bahia, Stannard Fev/1992 786876
Abaira, Gerais do H51671
Pastinho
Brasil, Bahia Harley 16876  Mar/1974 786874
Tatianyx arnacites Brasil, Minas Zuloaga 4691  Fev/1993 786915
(Trin.) Morrone &  Gerais, Serra do
Zuloaga Cip6
Brasil, Bahia, Queiroz H51087 Fev/1992 786909
Abaira
Brasil, Bahia, Rio Carvalho 6446 Dez/1997 786907

de Contas *)
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Tabela 2. Localidades de coleta das espécies utilizadas para andlises de
anatomia, ultraestrutura, imunomarcagéo e trocas gasosas.
Espécies Localidade da Coleta Coordenadas Geogréficas

Apochloa euprepes

Apochloa poliophylla

Homolepis glutinosa

Homolepis isocalycia

Homolepis aturensis

Homolepis longispicula

Mesosetum ferrugineum

Mesosetum loliiforme

Brasil, Minas Gerais, Santana do
Riacho, Serra do Cip6

Brasil, Minas Gerais, Santana do
Riacho, Serra do Cip6

Brasil, Minas Gerais, Nova Lima

Brasil, Minas Gerais, Santana do
Riacho, Serra do Cip6

Costa Rica, Limon, Puerto Viejo
de Talamanca

Brasil, Minas Gerais, Santana do
Riacho, Serra do Cip6

Brasil, Minas Gerais,
Jaboticatubas

Brasil, Minas Gerais, Santana do
Riacho, Serra do Cip6

19°28°67.9”S
43°58°96.970

19°28°67.9”S
43°58°96.970

20°00°06.9”S
43°56°47.670

19°03°18.0”S
43°16°55.570

9°39°27.4”N
82°45°08.0”0

19°28°67.9”S
43°58°96.970

19°18°10.0”S
43°31°19.070

19°28°67.9”S
43°58°96.970
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Figura 1. Comparacéo de secgdes foliares transversais entre material herborizado
reidratado (a, ¢) e fixados a partir das plantas cultivadas (b, d) para as espécies
Homolepis glutinosa (Hg- a, b) e Homolepis aturensis (Ha- ¢, d). M, mesofilo;
asteriscos, bainha do feixe vascular; CF, células fuséides. Barras= 50 um

-

Fonte: Do autor (2017)
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Figura 2. Comparacéo de secgdes foliares transversais entre material herborizado
reidratado (a, ¢) e fixados a partir das plantas cultivadas (b, d) para as espécies
Homolepis glutinosa (Hg- a, b) e Homolepis aturensis (Ha- ¢, d). M, mesofilo;
asteriscos, bainha do feixe vascular. Barras= 50 um

Fonte: Do autor (2017)
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Figura 3. Valores medianos da ocorréncia de géneros da subtribo
Arthropogoninae em relacdo a Temperatura Maxima (°C) (a), Altitude (m) (b),
Temperatura Média (°C) (c), Fine Fuel Moisture Code (FFMC) (d),
Temperatura Minima (°C) (e) e indice de Nesterov (NI) (f). Circulos brancos,
espécies “Nao C4”; Circulos pretos, espécies C4.
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Fonte: Do autor (2017)
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Figura 4. Distribuicdo geogréfica de géneros da subtribo Arthropogoninae em
relacdo & Temperatura Méaxima (°C) (a), Altitude (m) (b), Temperatura Média
(°C) (c), Fine Fuel Moisture Code (FFMC) (d), Temperatura Minima (°C) (e) e
indice de Nesterov (NI) (f).
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Fonte: Do autor (2017)
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Figura 5. Secgdes foliares transversais de material herborizado reidratado das
espécies “tipo C3” Homolepis villaricensis (Hv- a, b), Apochloa cipoensis (Ac-
¢, d) e Apochloa molinioides (Am- e, f) M, mesofilo; asterisco, bainha do feixe
vascular; setas vermelhas, bainha mestomatica; CF, células fusoides. Barras= 50
pm

a Hv b

Fonte: Do autor (2017)
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Figura 6. Secgdes foliares transversais de material herborizado reidratado das
espécies “tipo C3” Canastra lanceolata (ClI- a, b), Oplismenopsis najada (On- c,
d) e Phanopyrum gymnocarpon (Pg- e, f) M, mesofilo; asterisco, bainha do feixe
vascular; setas vermelhas, bainha mestomatica. Barras= 50 um

Fonte: Do autor (2017)
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Figura 7. Secgdes foliares transversais de material herborizado reidratado das
espécies “tipo C4” Achlaena piptostachya (Ap- a, b), Arthropogon xerachne (Ax-
¢, d) e Coleataenia anceps (Ca- e, f) M, mesofilo; asterisco, bainha do feixe
vascular; setas verdes, células distintivas. Barras= 50 um

a Ap b Ap

V’ﬁr{"”-’ o P

0. o
ARy
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v

Fonte: Do autor (2017)
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Figura 8. SeccBes foliares transversais de material herborizado reidratado das
espécies “tipo C4” Oncorachis macrantha (Om- a, b), Oncorachis ramosa (Or-
¢, d) e Tatianyx arnacites (Ta- e, f) M, mesofilo; asterisco, bainha do feixe
vascular. Barras= 50 um

Fonte: Do autor (2017)
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Figura 9. Seccdes foliares transversais de Homolepis longispicula mostrando o
posicionamento de organelas associado a parte interna da célula da bainha do
feixe vascular (a e b) M, mesofilo; asterisco, bainha do feixe vascular; setas
vermelhas, bainha mestomatica. Barras= 50 um

Fonte: Do autor (2017)
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Tabela 3. Caracteristicas anatdmicas foliares para as espécies Apochloa
euprepes, Apochloa poliophylla, Homolepis glutinosa, Homolepis isocalycia,
Homolepis aturensis, Homolepis longispicula, Mesosetum ferrugineum e
Mesosetum loliiforme. Dados representados pelas médias + erro padrdo. Letras
iguais ndo apresentam diferencas estatisticas pela ANOVA e teste de Tukey

(P<0,05).

Espécies Distancia | Numerode | Célulasda | Célulasdo Razédo
entre feixes | células do Bainha do |Mesofilo (%)| Mesofilo:
vasculares mesofilo Feixe Bainha do

(um) entre feixes | Vascular (%) Feixe
vasculares Vascular

Apochloa  217,5+6,8° 6,85+0,20°  24+1,3® 33+0,5°  1,50+0,12™

euprepes

Apochloa  200,8+9,5° 8,14+0,40®  11+0,4"™ 36+0,5®  3,37+0,10°

poliophylla
Homolepis  268,6+7,8° 10,00+0,30°  20+0,6® 37+0,7%  1,93+0,08"
glutinosa
Homolepis  191,0+54° 8,00+0,30®  18+0,5™ 43+05°  2,41+0,08%
isocalycia
Homolepis  138,8+6,3° 3,88+0,40™  21+1,2% 42+1,6®  2,10+0,20%
aturensis
Homolepis  114,7+#3,3°  2,11+0,20° 31+0,3" 36+0,3"  1,10+0,01°
longispicula
Mesosetum 62,0+2,2° 1,18+0,30° 12+0,4° 15+0,6° 1,30+0,02°
ferrugineum
Mesosetum  56,4+2,1°  1,80+0,12° 18+0,5™ 19+0,9° 1,07+0,03°
loliiforme

Fonte: Do autor (2017)
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Tabela 4. Caracteristicas ultraestruturais foliares para as espécies Apochloa
euprepes, Apochloa poliophylla, Homolepis isocalycia, Homolepis aturensis e
Mesosetum ferrugineum. ND, ndo definido. Dados representados pelas médias +
erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticas pela ANOVA e

teste de Tukey (P<0,05).
Espécies Células do Mesofilo Células da Bainha do Feixe Vascular
Area celular Espessura da Area celular Espessura da
pm parede celular um parede celular
(um?) de celul (um?) de celul
(Hm) (Hm)
Apochloa  99,14+7,67° 0,44+0,02° 641,81+50,64° 0,53+0,01%
euprepes
Apochloa  84,79+6,22™ 0,28+0,01" 633,08+50,00 0,37+0,01°
poliophylla
Homolepis ND ND ND ND
glutinosa
Homolepis  113,25+8,08° 0,20+0,00° 401,80+32,76" 0,2520,00°
isocalycia
Homolepis 318,18+23,65° 0,14+0,01° 733,71+47,46° 0,31+0,01"
aturensis
Mesosetum  62,24+3,92° 0,25+0,01" 103,97+5,81° 0,70+0,01%

ferrugineum

Fonte: Do autor (2017)



Tabela 5. Caracteristicas ultraestruturais foliares e de imunomarcacao para GDC nas células do mesofilo para as espécies
Apochloa euprepes, Apochloa poliophylla, Homolepis isocalycia, Homolepis aturensis e Mesosetum ferrugineum. ND,
ndo definido. Dados representados pelas médias * erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticas pela
ANOVA e teste de Tukey (P<0,05).

Area planar | Numero de | Densidade de | Densidade de | Area planar | Nimero de | Area planar | Nimero de
il de mitocondrias/| imunomarcacao | imunomarcagao de peroxissomos de cloroplastos/
Células do mitocondrias/| Area Celular| de GDC/Area | de GDC/Area |peroxissomos| /Area | cloroplastos/ |Area Celular
Mesofilo/ | Areq celular | (um?.10°%) planar de celular (um? |/ Celular  |Area Celular| (um?2.107%)
Especies (%) mitocondrias Area Celular| (pm2.107%) (%)
(um?) (%)
Apochloa  1,16+0,10° 50+3* 95,1+6,4% 1,05+0,10®  0,34+0,046° 17+25% 23,3+1,5% 60+3%
euprepes
Apochloa  1,38+0,13° 50+3° 114,0+6,0° 1,53+0,14° 0,54+0,084%  27+3,5° 26,4+1,1% 72+3°
poliophylla
Homolepis ND ND ND ND ND ND ND ND
glutinosa
Homolepis  1,26+0,15 70+6° 57,5+3,2° 0,71+0,10°  0,52+0,084*  29+4,6° 22,1+1,2% 60+2°
isocalycia

134}



Area planar | Numero de | Densidade de | Densidade de | Area planar | NGmero de | Area planar | Nimero de
) de mitocondrias/| imunomarcacdo | imunomarcagéo de peroxissomos de cloroplastos/
Celulas_ld? mitocondrias/ Area Celular| de GDC/Area | de GDC/Area [peroxissomos| /Area | cloroplastos/ Area Celular
Mesofilo/ | Areq celular | (um210) planar de celular (um?) |/ Celular |Area Celular| (um?2.10°%)
Especies (%) mitocondrias Area Celular| (um?.107%) (%)
(um) (%)
Homolepis  0,30+0,06" 20+2° 1,310,3° 0,0045+0,00° 0,380,060  7+1,2° 17,7+¢1,2° 30+1°
aturensis
Mesosetum ~ 0,44%0,04° 60+7° 8,6+1,6° 0,04+0,00°  0,012+0,005°  3+1,1° 14,2+1,6 4943

ferrugineum

Fonte: Do autor (2017)
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Tabela 6. Caracteristicas ultraestruturais foliares e de imunomarcacao para GDC nas células da bainha do feixe vascular
para as espécies Apochloa euprepes, Apochloa poliophylla, Homolepis isocalycia, Homolepis aturensis e Mesosetum
ferrugineum. ND, nédo definido. Dados representados pelas médias + erro padréo. Letras iguais ndo apresentam diferencas
estatisticas pela ANOVA e teste de Tukey (P<0,05).

) Area planar | Numero de | Densidade de | Densidade de | Area planar | Nimero de | Area planar | Nimero de
Ce[ulas da de mitocdndrias/| imunomarcagdo | imunomarcacéo de peroxissomos de cloroplastos/
Bainha do |itocondrias/| Area Celular| de GDC/Area | de GDC/Area |peroxissomos| /Area | cloroplastos/ |Area Celular

Feixe | Area celular | (um2.10%) planar de celular (um?) / Celular | Area Celular| (um?2.10%)
Vascular/ (%) mitocondrias Area Celular| (pm™2.107%) (%)

Especies (um?) (%)

Apochloa 0,08+0,01" 10+0° 23,6+2,6° 0,02+0,00° 0,002+0,001°  0,44+0" 0,6+0,1° 10+1°
euprepes

Apochloa  0,08+0,01° 10+0° 14,4+1 5° 0,01+0,00°  0,008+0,002°  2+0° 0,5+0,1° 10+1°

poliophylla

Homolepis ND ND ND ND ND ND ND ND
glutinosa

Homolepis  0,55+0,05° 30+3° 112,3+6,0° 0,60+0,07*°  0,0064+0,010  6+1° 2,5+0,3" 20+1,4°
isocalycia °

eVl



) Area planar | Numero de | Densidade de | Densidade de | Area planar | NGmero de | Area planar | Nimero de
Células da de mitocondrias/| imunomarcago | imunomarcagéo de peroxissomos de cloroplastos/
Bainha do mitocondrias/ Area Celular| de GDC/Area | de GDC/Area |peroxissomos| /Area | cloroplastos/ Area Celular

Feixe | Area celular | (um2.107%) planar de celular (um? |/ Celular | Area Celular| (um?2.10%%)
Vascular/ (%) mitocondrias Area Celular| (um?.107%) (%)

Espécies (um'z) (%)
Homolepis  0,73+0,06°  30%3° 47,042,1° 0,35:0,03°  0,23t0,020°  7%1° 830,77 20%1°
aturensis*
Mesosetum  0,54+0,05° 50+4° 22,142,0° 0,124#0,01°  0,10+0,021° 9+1° 17,6+1,2° 30+1°

ferrugineum

Fonte: Do autor (2017)



Tabela 7. Caracteristicas do posicionamento de organelas em células da bainha do feixe vascular para as espécies
Apochloa euprepes, Apochloa poliophylla, Homolepis isocalycia, Homolepis aturensis e Mesosetum ferrugineum. ND,
ndo definido. Dados representados pelas médias * erro padrdo. Letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticas pela

ANOVA e teste de Tukey (P<0,05).

Mitocondrias

Peroxissomos

Células da Cloroplastos Mitocdndrias Peroxissomos Cloroplastos
Bainha do | associados com a | associados com a | associados com a | cobrindo a porcéo | cobrindo a porcéo | cobrindo a porcéo
Feixe porcdo interna da | porcdo interna da | porgdo interna da | interna da parede | interna da parede | interna da parede

Vascular/ |parede celular (%) | parede celular (%) | parede celular (%) celular (%) celular (%) celular (%)
Espécies

Apochloa 37+5° 54+5P 34+7° 0,21+0,02° 0,06+0,01° 0,0£0,0°
euprepes

Apochloa 38+5° 58+5° 20+8" 0,16+0,02° 0,05+0,01° 0,0009+0,00°

poliophylla

Homolepis ND ND ND ND ND ND
glutinosa

Homolepis 55+4% 92+1° 82+7° 1,23+0,10™ 0,50+0,04° 0,001+0,00°
isocalycia

Syl



Células da

Cloroplastos

Mitocondrias

Peroxissomos

Cloroplastos

Mitocondrias

Peroxissomos

Bainha do | associados com a | associados com a | associados com a | cobrindo a porgéo | cobrindo a por¢éo | cobrindo a porgéo
Feixe porcdo interna da | porcdo interna da | porcdo interna da | interna da parede | interna da parede | interna da parede
Vascular/ |parede celular (%) | parede celular (%) | parede celular (%) celular (%) celular (%) celular (%)
Espécies
Homolepis 61+3° 99+0,2° 95+3° 5,10+0,51° 0,73+0,06° 0,04+0,02°
aturensis*
Mesosetum 1243° 25+4° 30+8° 1,82+0,61° 0,15+0,04 0,0050,00°

ferrugineum

Fonte: Do autor (2017)
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Figura 10 - Ultraestrutura e imunomarcacdo de GDC em células da bainha do feixe vascular- BFV (a) e células do
mesofilo- M (b) para a espécie Homolepis glutinosa (Hg- a, b). C, cloroplasto; M, mitocéndria; M*, mitocondria
imunomarcada com GDC; P, peroxissomo. Barras=500nm.

Célula BFV

Célula M
#

Fonte: Do autor (2017)
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Figura 11- Ultraestrutura e imunomarcacao de Rubisco em células da bainha do
feixe vascular- BFV (a, c, €, g) e células do mesofilo- M (b, d, f, h) para as
espécies Apochoa euprepes (Ae- a, b), Apochloa poliophylla (Ap- c, d),
Homolepis isocalycia (Hi- e, f), Homolepis aturensis (Ha- g, h). C, cloroplasto;
C*, cloroplasto imunomarcado com Rubisco; M, mitocondria; P, peroxissomo.
Barras=500nm.
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Achagr G
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Fonte: Do autor (2017)
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Figura 12- Ultraestrutura e imunomarcagédo de Rubisco (a, b) e PEPc (c, d) em
células da bainha do feixe vascular- BFV (a, c) e células do mesofilo- M (b, d)
para a espécie Mesosetum ferrugineum (Mf). C*, cloroplasto imunomarcado com
Rubisco; asterisco, citosol imunomarcado com PEPc. Barras=500nm.

Fonte: Do autor (2017)



