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RESUMO

GOMES, Priscilla Falquetto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Introducao de caracteristicas do mecanismo fotossintético C4 em espécies C3 da familia
Cleomaceae. Orientador: Adriano Nunes Nesi.

Cleomaceae ¢ uma familia de plantas interessante para estudos de evolu¢do do mecanismo
fotossintético C4, uma vez que contém representantes dos trés mecanismos (Cs3, Cs4 e C3-Cs). O
mecanismo fotossintético Cs4 evoluiu independentemente da fotossintese C;. Para
estabelecimento do mecanismo Cj ocorreram adaptacdes morfofisiolgicas nas plantas, tais
como a diferenciacdo de células da bainha do feixe vascular, alteragdes da maquinaria
enzimadtica e aumento do transporte de metabolitos, gerando um mecanismo com maior
eficiéncia fotossintética. Neste trabalho foram gerados hibridos interespecificos entre duas
espécies Cs (T. hassleriana e T. longicarpa) e uma espécie C4 (G. gynandra), ambas da familia
Cleomaceae., a fim de promover interagdes genomicas que resultam em fendtipos distintos dos
observados nos parentais em relagdo ao mecanismo fotossintético. Os hibridos e parentais
foram avaliados em termos de caracteristicas anatomicas, bioquimicas e fisiolégicas. As linhas
hibridas obtidas entre o cruzamento de 7. longicarpa e G. gynandra apresentaram anatomia
proto-Kranz, caracterizadas por aumento na largura das células da bainha do feixe vascular,
aumento na densidade de venacdo, e redugdo na distancia internerval, além de apresentarem
redu¢do de aproximadamente 20% no ponto de compensacdo de CO; em relacdo a T.
longicarpa. O perfil metabdlico em folhas dessas mesmas linhas hibridas apresentou minimas
diferengas, porém capazes de diferenciar hibridos e parentais em uma anélise de componentes
principais. Em termos de viabilidade de sementes verificou-se que os cruzamentos entre 7.
longicarpa e G. gynandra produziram sementes vidveis e descendentes férteis, apresentando
potencial para seguir com estudos na populacdo F2. Portanto, os resultados obtidos demonstram
o potencial da hibridacdo interespecifica utilizando espécies da familia Cleomaceae em oferecer

novas perspectivas para estudos de mecanismos concentradores de CO2 em plantas.

Palavras-chave: Cleomaceae. Hibridagdo interespecifica. Mecanismos concentradores de COx.

Metabolismo.



ABSTRACT

GOMES, Priscilla Falquetto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021. Introducing
C4 photosynthetic mechanism related traits into Cs species of the Cleomaceae family.
Advisor: Adriano Nunes Nesi.

Cleomaceae family contains representatives of three photosynthetic mechanisms (C3z, C4 and
C3-C4). Thus, this is an interesting family of plants for studies on evolution of C4photosynthetic
mechanism. The C4 photosynthetic mechanism evolved independently from Cs photosynthesis.
For establishment of C4 mechanism, morphophysiological adaptations have occurred in plants,
such as differentiation of bundle sheath cells, alterations of enzymatic machinery and increase
of metabolic transport, generating a mechanism with greater photosynthetic efficiency. In this
work, we generated interspecific hybrids of the Cs species Tarenaya hassleriana and Tarenaya
longicarpa and the species C4 Gynandropsis gynandra, all from Cleomaceae family, in order
to promote genomic interactions that result in distinct phenotypes from the ones observed in
parents. The hybrids and the parents were evaluated in terms of anatomic, biochemical and
physiological traits. The obtained hybrid lines exhibited proto-Kranz like anatomy,
characterized by increased number of bundle sheath cells, higher venation density, and
reduction in internerval distance. The hybrid genotypes exhibited about 20% lower CO>
compensation point in relation to the Cz parental T. longicarpa. llluminated leaf metabolite
profile of hybrid genotypes showed mild alterations, but yet capable of differentiating hybrids
and parents in a principal component analysis. In terms of seed viability, it was found that
crosses between 7. longicarpa and G. gynandra produced viable seeds and fertile descendants,
with potential to continue with studies in the F2 population. Therefore, the obtained results
demonstrate the potential of interspecific hybridization using species from Cleomaceae family

to offer new perspectives for studies of CO; concentrator mechanisms in plants.

Keywords: Cleomaceae. Interspecific hybridization. CO; concentrating mechanisms.

Metabolism.
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1. INTRODUCAO

A fotossintese € um dos processos mais importantes para a existéncia de vida na terra.
As moléculas organicas formadas pela fotossintese fornecem ndo apenas a energia, mas também
intermedidrios que compdem os organismos vivos. No processo da fotossintese CO2 € reduzido
a trioses-fosfatadas pelo Ciclo de Calvin-Benson. Inicialmente o CO é ligado a ribulose 1,5-
bisfosfato (RuBP) pela enzima ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO),
produzindo um intermedidrio de seis carbonos instdvel que € hidrolisado para produzir duas
moléculas de 4cido 3-fosfoglicerato (3PGA) (Sharkey, 2019). Além da atividade carboxildsica,
a RuBisCO também é capaz de realizar atividade oxigendsica, levando a produc¢do de uma
molécula de 3PGA e uma molécula de dcido 2-fosfoglicolato (2PG) (Von Caemmerer, 2012;
Shi e Bloom, 2021).

O 2PG é um metabdlito capaz de inibir a atividade de enzimas do proprio Ciclo de
Calvin-Benson, o que o torna toxico por inibir a fotossintese em plantas C3 em ambiente com
baixo CO> atmosférico (Fernie e Bauwe, 2020). Assim, para que a fotossintese ocorra em
ambientes com baixa concentracdo de CO», o 2PG deve ser convertido em 3PGA por uma série
de reacOes enzimdticas e etapas de transporte em um processo metabdlico chamado
fotorrespiracao (Fernie e Bauwe, 2020; Shi e Bloom, 2021). Fotorrespiracdo requer gasto
energético e, quando ocorre, implica em menor fixa¢ao liquida de CO> pelas plantas e menor
producdo (Weber e Bar-Even, 2019; Shi e Bloom, 2021). A fotorrespiracao € um dos processos
metabodlicos que contribuem para a ineficiéncia da conversdo da energia fotossintética, pois
recupera apenas 75% do carbono contido no 2PG (Weber e Bar-Even, 2019; Shi e Bloom,
2021). Sendo assim, elevadas taxas de fotorrespiracao reduzem consideravelmente a sintese de
carboidratos e a produtividade das plantas em altas temperaturas e outras condi¢des ambientais
que reduzam a concentracdo de CO2 no estroma do cloroplasto (Smith et al., 1976; Weber e
Bar-Even, 2019). Como descrito acima, apesar de reduzir a eficiéncia fotossintética, a
fotorrespiracao € considerada essencial para as plantas C3 uma vez que, além de converter 2PG
em 3PGA, esta associada a reducdo na fotoinibicao através da dissipacao do excesso de energia,
bem como envolvida no metabolismo do nitrogénio, especificamente na sintese glicina e serina
e assimilagdo do NH4" (Shi e Bloom, 2021). Fatores como aumento da temperatura e
concentracdo dos gases na atmosfera fazem com que a especificidade da RuBisCO pelo CO»
seja reduzida, favorecendo a sua atividade oxigendsica e, consequentemente, acarretando em
maiores taxas de fotorrespiragao (Jordan e Ogren, 1984; Brooks e Farquhar, 1985; Bathellier et
al., 2018). Nesse sentido, as plantas apresentam vdrias estratégias, tanto anatdmicas quanto

metabolicas, para reduzir a fotorrespiracdo e compensar seus efeitos inibitérios. Entre as
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estratégias, estdo os mecanismos concentradores de carbono das plantas C4 (Sage, 2004, 2021;
Moore et al., 2021; Shi e Bloom, 2021).

As plantas Cs surgiram durante um periodo onde houve uma redugdo gradativa na
concentracdo de CO, atmosférico favorecendo a atividade oxigendsica da Rubisco (Sage et al,
2004). Para contornar tal problema, ao longo do processo de evolucdo das plantas surgiram os
mecanismos concentradores de CO: (Iiiguez C. et al., 2019). Plantas C4 apresentam um
mecanismo que concentra CO2 em torno da RuBisCO, reduzindo sua atividade oxigendsica.
Essas plantas apresentam uma anatomia diferenciada chamada “Anatomia Kranz”,
caracterizada por um conjunto de caracteristicas anatOomicas, estruturais e bioquimicas que
culminam na realizacao da fotossintese C4 (Furbank et.al., 2011, 2021; Ermakova et al, 2021).
Essa anatomia estrutural diferencial juntamente com modificagdes bioquimicas faz com que
haja uma separacdo espacial com sistema duplo de carboxilagdo, favorecendo a atividade
carboxildsica da enzima RuBisCO (Hatch, 1988; Furbank et al, 2011, 2021; Sage 2004, 2021).
As principais caracteristicas anatdmicas presentes na anatomia Kranz sdo células da bainha do
feixe vascular com maior diametro e largura, maior densidade de venacdo, menor distancia
internerval, maior densidade mitocondrial e organelas organizadas centripetamente em relagdao
ao feixe vascular (Sage, 2021). Resumidamente, nesse mecanismo o CO; atmosférico €
convertido em sua forma idnica HCO3™ nas células mesofilicas pela anidrase carbonica, e fixado
pela enzima citosdlica fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase). Apds a fixagdo inicial do
HCOs™ pela PEPcase, ocorre a formacao de dcido oxaloacético que, em seguida, atuam como
fontes de CO> por meio de descarboxilases que podem ser Fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPC), enzima mélica dependente de NAD (isoforma mitocondrial, NAD-ME) ou enzima
madlica dependente de NADP (isoforma cloroplastidica, NADP-ME), nas células da bainha do
feixe vascular, onde CO; ¢ liberado préximo a RuBisCO, favorecendo sua atividade
carboxildsica (Hatch, 1988; Sage 2004, 2021; Ermakova et al. 2021).

Como consequéncia, ao concentrar mais CO2 em torno da RuBisCO inibindo sua
atividade oxigendsica, mecanismos concentradores de CO> inibem a producdo de 2PG e
consequentemente a fotorrespiracdo. Espécies de plantas com mecanismo Cs apresentam um
menor ponto de compensagdo de CO2, maior fotossintese liquida, alta eficiéncia no uso da dgua
e alta tolerancia a limitagdes do solo (Oakley et al., 2014). Esse conjunto de caracteristicas
conferem a essas plantas uma maior eficiéncia fotossintética e assim maior rendimento em
comparacao as plantas C3 principalmente em ambientes quentes e secos. (Covshoff e Hibberd,

2012; Oakley et al., 2014).
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As espécies de plantas C4 surgiram cerca de 30 milhdes de anos atrds, durante o
Oligoceno (Sage, 2004). Durante esse periodo geolégico houve, primeiro uma diminui¢do na
disponibilidade de dgua e, em seguida, uma diminui¢do gradativa na concentracdo de CO;
atmosférico e aumento na temperatura (Sage et. al., 2004; Zhou, Helliker, Huber, Dicks, e
Akcay, 2018) Com a maior concentracdo de oxigénio na atmosfera, a enzima RuBisCO passou
a ter maior atividade oxigendsica, aumentando consideravelmente as taxas de fotorrespiragao.
Além disso, as altas temperaturas levam a maiores perdas de dgua pelas plantas, fazendo com
que estas mantivessem seus estdmatos menos abertos, diminuindo as taxas fotossintéticas.
Como uma soma de consequéncias as plantas tiveram uma reducdo significativa na sua
eficiéncia fotossintética e precisaram desenvolver uma estratégia de sobrevivéncia,
desenvolvendo assim os mecanismos concentradores de COz (Zhou, Helliker, Huber, Dicks, e
Akcay, 2018). Apesar de sua complexidade, o mecanismo C4 evoluiu independentemente mais
de 60 vezes (Sage, 2021). Sendo que a transi¢do do mecanismo C3 para C4 ocorreu em uma
série de eventos transitdrios, o que gerou uma diversidade bioquimica e estrutural nas formas
de plantas C4. Abrindo caminho para diversos estudos filogenéticos distintos sobre a origem
desse mecanismo, que levaram a elaboracio de modelos preditivos sobre a evolucdo do
mecanismo C4. A maioria dos modelos preditivos propdem que a evolucdo do mecanismo Cy
se inicia com mudancas anatOmicas € estruturais e citam a atividade da enzima glicina
descarboxilase restrita as mitocondrias das células da bainha do feixe vascular como mudanca
intermedidria essencial para estabelecimento do ciclo C4 (Koteyeva, Voznesenskaya, Roalson,
e Edwards, 2011; Sage, 2021).

Além dos mecanismos fotossintéticos Cz e C4 existem ainda espécies que se classificam
como intermedidrios C3-C4 (Sage, 2021). Estas ndo consistem em um fendtipo distinto e
estritamente intermedidrio, mas sim abrangem uma ampla gama de fendtipos entre o
mecanismo fotossintético C3 e C4 em relacdo 4 caracteristicas anatdOmicas, bioquimicas e
fisioldgicas (Sage, 2021). As plantas intermedidrias C3-C4 apresentam, de modo geral, como
caracteristicas principais: (i) redu¢do do ponto de compensacdo de COg; (ii) sensibilidade
reduzida da RuBisCO pelo Og; e (ii1) células da bainha do feixe vascular com um maior nimero
de cloroplastos e mitocOndrias organizados centripetamente, em comparacdo as espécies C3
(Sage, 2021). Podendo estes fendtipos intermedidrios estarem mais proximos de C3 ou mais
perto de C4, que caracteriza melhor alguns deles como o Proto-Kranz, onde ocorrem apenas
algumas alteragOes anatdomicas e arranjo de organelas tornando as células da bainha do feixe

vascular fotossintéticamente ativas (Sage, 2021). O mecanismo C: tipo I e II, que possui como
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caracteristica diferencial a atividade da glicina descarboxilase restritas as mitocondrias das
células da bainha do feixe vascular. J4 o mecanismo tipo pré-Cs, que apresenta caracteristicas
bioquimicas do mecanismo Cs, é considerado a fase final de estabelecimento do mecanismo Cs
em si (Sage, 2019, 2021). Estudos filogenéticos sugerem que as espécies que apresentam o
metabolismo intermedidrio C3-Cs representam etapas transitérias no processo evolutivo do
mecanismo fotossintético (Lyu et al., 2015).

Estudos recentes sugerem que a familia Cleomaceae, a qual possui espécies Cs,
intermedidrias C3-C4 e C4 representa um modelo de estudos de mecanismos concentradores de
CO» (Bayat et al., 2018). Considerando as caracteristicas de tal familia botanica, Cleomaceae é
considerado um grupo promissor para estudos acerca da origem do mecanismo fotossintético
C4 e suas caracteristicas intrinsecas, além de servir como modelo para estudos fisioldgicos e
metabolicos (Brown et al., 2005; Newell et al., 2010; Bayat et al., 2018). Tal familia possui
proximidade filogenética com a familia Brassicaceae, a qual pertencem varias espécies C3 de
importancia comercial como brécolis, repolho, canola (Bayat et al., 2018). Dessa forma, os
resultados obtidos em trabalhos de filogenia molecular utilizadas em conjunto com as jé obtidas
para Arabidopsis thaliana (modelo de plantas C3) podem auxiliar diversos outros estudos, como
por exemplo a elucidagdo do estabelecimento do mecanismo C4 (Schuler et al., 2016).

A familia Cleomaceae compreende 25 géneros e mais de 200 espécies (Thulin et al.,
2017; Roalson et al., 2015; 2017; Barrett et al., 2017; Luciano et al., 2018). No Brasil, ocorrem
sete géneros e 33 espécies, as quais sdo encontradas em todos os dominios geograficos (Flora
do Brasil, 2019). Com base nos resultados obtidos por Patchell et al. (2014) sabe-se que em
Cleomaceae o mecanismo Cs, que estd presente nas espécies Coalisina angustifolia,
Gynandropsis gynandra e Areocleome oxalidea. O mecanismo intermedidrio C3-Cy4 €
encontrado na espécie Coalisina paradoxa, e o mecanismo C3 € encontrado nas demais
espécies. Uma caracterizagdo completa das espécies de Cleomaceae encontradas no Brasil em
termos anatdomicos, bioquimicos e fotossintéticos foi recentemente realizada, o que possibilitou
a separacao das espécies em diferentes grupos filogenéticos (Parma et. al., submetido).

Até o momento, sdo poucas as informacdes precisas acerca do desenvolvimento e
instalacdo do mecanismo Cs4 Os estudos nessa drea t€ém focado na predicdo de modelos
evolutivos do mecanismo Cg4. Para tal, estes estudos sdo realizados comumente utilizando
espécies com fenétipos intermedidrios C3-C4 (Lyu et al., 2015; Schuler et. al., 2016). Os
fenotipos intermedidrios surgiram de forma natural em algumas espécies de como Coalisina

paradoxa, Flaveria chloraefolia e Flaveria linearis (Sage, 2021), mas acredita-se que a
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ocorréncia de fenétipos intermedidrios também possa ter uma origem hibrida (Kadeireit et. al.,
2017). Assim, outros métodos empregados utilizam a criacdo de hibridos interespecificos que
apresentem fendtipos intermedidrios para serem utilizados no estudo do mecanismo C4uma vez
que, intermedidrios de origem hibrida sdo indistinguiveis de espécies intermedidrias de
ocorréncia natural (Brown et al., 1986; Ueno et al., 2003; Kadereit et al., 2017).

O primeiro hibrido interespecifico entre espécies com mecanismo Cs e C4 foi produzido
utilizando espécies de Atriplex, seguido pela criacdo de hibridos entre espécies do género
Flaveria, Panicum e Moricandia em meados de 1990. Na época, devido a falta de recursos a
maioria dos estudos com hibridos foram abandonados (Oakley et al., 2014). Com o avango das
tecnologias de sequenciamento de genomas e bioinformadtica, a capacidade de avaliar as
diferengas genéticas entre parentais, hibridos e seus descendentes aumentou consideravelmente,
possibilitando identificar os genes expressos diferencialmente entre espécies com diferentes
mecanismos fotossintéticos, hibridos e parentais, as diferencas nas atividades enzimaéticas e
metabolicas. Entretanto, ainda ndo foi encontrado um modelo hibrido eficaz a ponto de
responder os questionamentos nas fases do estabelecimento do mecanismo C4 de forma objetiva
(Oakley et al., 2014; Lin et al., 2021; Sage 2021).

Recentemente um trabalho realizado por Ermakova et. al. (2021), relatou a instalacao
de enzimas da via fotossintética C4 em arroz usando uma tnica constru¢do genética. Através da
utilizacdo de cinco transgenes C4 enzimdticos (anidrase carbdnica, PEPC, NADP-malato
desidrogenase (NADP-MDH), piruvato ortofosfato dicinase (PPDK) e enzima NADP-malica
(NADP-ME) de Zea mays). A expressdao génica, o acimulo de proteinas e a atividade
enzimadtica foram confirmados para todos os cinco transgenes e a localizacdo intercelular de
proteinas foi analisada. Ao final, os fendtipos fotossintéticos observados das plantas
transgénicas foram consistentes com a carboxilacio que ocorre em espécies Ca. Estes resultados
sugerem que uma via metabdlica C4 completa pode ser alcancdvel no arroz. Tal resultado
reforca a possibilidade de criar um fenoétipo transgénico Cy, através de um conjunto de genes
minimos capazes de induzir o estabelecimento de um mecanismo fotossintético C4 em plantas
Cs.

Além do mais, caracteristicas bioquimicas e enzimas essenciais ao metabolismo Cs
como anidrase carbonica, PEPcase e glicina descarboxilase estdo presentes no modelo C3 0 que
sugere que existam modelos regulatorios pré existentes em plantas Cs; capazes de expressar
genes essenciais ao modelo C4. Consequentemente, o local especifico da expressdo de enzimas
do ciclo C4 e a quantidade acumulada pode precisar apenas de uma modificacdo, e ndo de uma

nova constru¢do metabdlica (Ueno et al., 2003; Covshoff e Hibberd, 2012; Kadereit et al., 2017;
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Upadhyay et al., 2020; Sage, 2021). Assim, o estabelecimento de um mecanismo C4 funcional
em uma planta C; é uma estratégia com potencial de promover aumentos substanciais na
produtividade de culturas de espécies com metabolismo C3 (Von Caemmerer et. al., 2012).
Nesta perspectiva, acredita-se que existe um conjunto minimo de genes capaz de
conferir caracteristicas de plantas com mecanismo concentrador de CO; a plantas com
mecanismo fotossintético C3, Dessa forma, o cruzamento de uma espécie C3 com uma espécie
C4, ambas da familia Cleomaceae, poderia introduzir na espécie C3 o conjunto de genes
necessarios para o desenvolvimento da caracteristica C4. Deste modo, os objetivos desse
trabalho foram gerar e analisar hibridos interespecificos entre as espécies de Cleomaceae C3
Tarenaya hassleriana e Tarenaya longicarpa, e a espécie Cs4 Gynandropsis gynandra e
compard-los com seus parentais, a fim de identificar as bases genéticas, metabdlicas e

fisiolégicas para o estabelecimento do mecanismo fotossintético C4 em espécies de plantas Cs.
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1. MATERIAL E METODOS
2.1. Condicoes de cultivo

Foram utilizadas neste estudo as espécies Gynandropsis gynandra, T. hassleriana e
Tarenaya longicarpa, da familia Cleomaceae. As trés espécies sdo encontradas na Flora
brasileira e possuem caracteristicas distintas. G. gynandra é uma espécie com mecanismo Cse
genoma nuclear de 2,2 pg; T. hassleriana, ¢ C3 com genoma nuclear de 0,65 pg.; T. longicarpa,
€ uma espécie C3 que possui um genoma nuclear de 1,3 pg (Parma et al., submetido). O genoma
duplicado de T. longicarpa, juntamente com outras caracteristicas, indica que esta pode ser uma
espécie com metabolismo préximo ao intermedidrio C3-C4 (Parma et al, submetido).

As sementes dessas espécies foram obtidas de exemplares coletados em Parques
Estaduais e Nacionais ocorrentes no pais e recentemente caracterizados (Parma et al,
submetido). O acesso classificado como G. gynandra (espécie herbicea) foi coletado em
Mossord, no estado do Rio Grande do Norte (RN). O acesso de T. hassleriana (espécie
arbustiva) foi coletado em Domingos Martins, no estado do Espirito Santo (ES). O acesso de T.
longicarpa (espécie arbustiva) foi coletado em Picos, no estado de Piaui (PI) (Parma et al,
submetido). As exsicatas dessas espécies foram depositadas no herbdrio VIC da Universidade
Federal de Vicosa (UFV).

Foi germinada uma semente por vaso plastico de 1,16 L, preenchido com substrato
comercial Topstrato HT hortalicas© suplementado com 14 g de NPK (4: 14: 8) por vaso [0,56
gdeN, 0,86 gde P (P205), e 0,93 g K (K20)] e cultivadas em casa-de-vegetacao sob condi¢des
semi-controladas (radiagdo fotossinteticamente ativa maxima de 1.500 umol f6tons m? s! e
temperatura de 20 + 2 °C) de abril a julho de 2019, sendo irrigadas diariamente. Nestas
condi¢cdes, as plantas permaneceram por um periodo de quatro meses até florescerem
possibilitando a realiza¢do dos cruzamentos.

As sementes obtidas de cada cruzamento foram coletadas quando maduras, cerca de
quarenta dias apds o cruzamento, € colocadas para germinar juntamente com sementes dos
parentais, nas mesmas condi¢des de germinagdo descritas anteriormente e cultivadas em casa-
de-vegetacao sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente com temperatura de 30 £ 2 °C)
de agosto a novembro de 2019. Nestas condigdes, os individuos que obtiveram sucesso na
germinacdo e desenvolvimento permaneceram por um periodo de quatro meses até a
determinacdo dos parametros de trocas gasosas e coleta de material vegetal para as andlises

moleculares, anatdmicas e bioquimicas.
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2.2. Hibridacao interespecifica

Hibridizacdes interespecificas entre a espécie C4 G. gynandra e as espécies C3 T.
hassleriana e T. longicarpa foram realizadas na casa de vegetacdo da Unidade de Crescimento
de Plantas do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-
MG. Os cruzamentos foram realizados diariamente logo ao amanhecer, horario em que as flores
de Cleomaceae abrem. Logo ao florescer foi feita a emasculacdo das flores na espécie materna,
que teve suas anteras completamente removidas para impedir a autofecundag¢do. Em seguida
foi feita a polinizacdo do estigma destas flores utilizando pdlen recém colhido das anteras de
flores da espécie paterna. As combinagdes de hibrida¢cdo foram marcadas com diferentes cores
de fitas e dados como data e espécies foram anotados.

Portanto, foram realizadas quatro combina¢des de cruzamentos: G. gynandra x T.
longicarpa (Gg x T1), T. longicarpa x G. gynandra (Tl x Gg), G. gynandra x T. hassleriana
(Gg x Th), e T. hassleriana x G. gynandra (Th x Gg).

2.3. Manutencao dos hibridos interespecificos

A manutencao dos hibridos foi feita utilizando técnicas de propagacio vegetativa. Os
hibridos e parentais foram propagados por estaquia para que nao houvessem alteracoes
genéticas e para que as plantas se mantivessem vidveis para a realizacdo dos experimentos e
andlises.

Para a estaquia, ramos completamente desenvolvidos do caule dos individuos foram
selecionados e seccionados em sua parte mediana formando estacas de aproximadamente 15cm
de comprimento que foram colocadas em vasos plasticos de 1,16 L preenchidos por substrato
comercial Topstrato HT hortalicas© suplementado como descrito anteriormente para a
germinagdo, onde foram cultivadas sob condicdes semi-controladas iguais as descritas no item
2.2. Sendo mantidas nessas condi¢des por todo ciclo vegetativo até que houvesse necessidade

de nova propagacdo ao final da fase vegetativa destas plantas.

2.4. Anatomia foliar
A fim de avaliar caracteristicas anatdmicas e um possivel inicio de instalacdo de uma
anatomia Kranz, foi avaliado a densidade de venagdo, largura das células da bainha do feixe
vascular, distancia internerval e espessura foliar dos hibridos e parentais. Para quantificar a
densidade de venacdo, foram coletados o foliolo central de folhas completamente desenvolvidas

do terceiro né com quatro meses de idade. A diafanizacdo do material foliar foi realizada
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segundo a metodologia proposta por Zs6gon et al. (2015), que consiste na incubac¢do das folhas
em metanol (95%) por 48 horas e em seguida em &cido latico (100%). As folhas foram, entao,
acondicionadas em banho-maria a 60 °C até apresentarem um aspecto completamente
transldcido. As amostras foliares foram montadas em laminas de vidro e as imagens da
epiderme adaxial e abaxial obtidas com o auxilio de um sistema de captura de imagem em cores,
Axiovision® 105, acoplado ao fotomicroscépio Zeiss Axio Scope Al. A densidade de nervuras
foi definida como a medicdo do comprimento das nervuras numa dada &4rea foliar. A
quantificagdo foi realizada no software Image Pro-Plus® (versdo 4.5, Media Cybernetics, Silver
Spring, EUA).

Para o corte transversal, o foliolo central de folhas totalmente expandidas do terceiro n6
com quatro meses de idade foram coletadas e fixadas em FAASO (formaldeido, 4dcido acético,
etanol 50% na propor¢ao de 5:5:9 v/v), por 48h, desidratadas em série etandlica e incluidas em
historesina (Leica, Heidelberg, Germany). O material foi cortado transversalmente (5 um) em
micrétomo rotativo de avanco automatico (RM 2155, LEICA, Heidelberg, Germany), com a
utilizacdo de navalhas de vidro. As sec¢des foram coradas com azul de toluidina a 0,05% em
tampao acetato pH 4,7 (O’Brien, Feder, e McCully, 1964) por 1 min, e montadas entre 1aminas
e laminulas. As fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscépio Zeiss (MC-80), com as
escalas micrométricas fotografadas e ampliadas nas mesmas condi¢des Opticas. A quantificacao
da distancia internerval, espessura foliar e diametro das células da bainha do feixe vascular

foram realizadas utilizando o software Image Pro-Plus®.

2.5. Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia

Foliolo central de folhas totalmente expandidas do terceiro n6 de plantas sem flores com
quatro meses de idade foram usados para avaliac@o de troca gasosa com IRGA LICOR 6400XT
(LI-COR Biosciences, Lincoln, EUA). As medi¢des foram realizadas a uma taxa de fluxo de
400umol CO, s! e intensidade luminosa de 1000 umol fétons m™ s™'. Todas as medidas foram
realizadas usando uma cimara foliar de 2 cm? a 25 °C. O déficit de pressdo de vapor folha-ar
foi mantido em 1,2- 2,0 kPa, e a quantidade de luz azul foi definida para 10% da densidade do
fluxo de fétons fotossintético (PPFD) para otimizar a abertura estomdtica. Parametros de
fluorescéncia foram quantificados no periodo da manha entre 10 e 12 horas, conforme descrito
anteriormente (Yin et al., 2009). Respiracdo noturna (Rd) foi medida usando o mesmo sistema
de troca gasosa descrito acima, apds incubagdo de pelo menos 1 hora no escuro ao final do dia.

A Rd foi dividida por dois para estimar a taxa de respiragdo mitocondrial na luz.
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Para uma anélise fisioldgica dos acessos hibridos e seus parentais C3 e Cs4 foram
determinadas as curvas de resposta da fotossintese (A) a diferentes concentragdes internas de
COz (Gj). As curvas de resposta foram iniciadas com concentragdo interna de CO> de 400 umol
mol! e PPFD de 1000 pumol m? s!. Em seguida, o Ci foi reduzido até 0 umol mol! e depois
elevado gradualmente até 1200 pmol mol™! (totalizando 12 valores de Ci diferentes: 400, 300,
200, 100, 75, 50, 25, 0, 600, 800, 1000, 1200).

2.6. Selecao de linhas hibridas promissoras

No processo de hibridacdao cada individuo da populagdo F1 possui caracteristicas
fenotipicas distintas devido ao alto nivel de segregacao no cruzamento, portanto foi necessaria
uma sele¢do inicial dentre os individuos baseada nas caracteristicas de interesse. Apds
realizadas as primeiras andlises genéticas, anatOmicas e de trocas gasosas nos hibridos da
populacdo F1, foi feita uma sele¢do dentre as linhas hibridas tendo como referéncia o ponto de
compensa¢cdo de COz destas. Com base nesse pardmetro, diretamente relacionado com
mecanismo concentrador de CO,, foram selecionadas trés linhas hibridas (TIxGg 02, TIxGg 04
e TIxGg 05) para as demais andlises.

Foram produzidas plantas a partir de cinco estacas de cada genétipo das linhas hibridas
selecionadas conforme descrito no item 2.3. Formando ao final um experimento inteiramente
casualizado com cinco genétipos (trés hibridos e dois parentais) e cinco repeti¢des, totalizando
25 individuos. As estacas foram mantidas em casa de vegetacdo por quatro meses, com irrigacao
diaria, até que se desenvolvessem possibilitando a realizacao das andlises posteriores. Apos iSso
foram feitas andlises genéticas, anatdmicas e de trocas gasosas como descrito anteriormente e

adicionadas as anélises descritas a seguir.

2.7. Analises bioquimicas

Para as andlises bioquimicas, discos foliares do foliolo central, sem conter nervuras, da
terceira folha totalmente expandida com quatro meses foram coletados em quatro horérios
distintos do dia: (i) 15 minutos antes do nascer do sol, (i1) a0 meio do periodo de luz, (iii) ao
por do sol e (iv) novamente 15 minutos antes do nascer do sol. Apds a coleta, os discos foliares
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenado a -80°C, até
arealizagdo das andlises. A partir de material foliar liofilizado, os metabdlitos foram extraidos
pela adicdo de extratores apropriados conforme descrito por Fernie et al., (2001).

Aproximadamente 15 mg da matéria foliar liofilizada foram submetidos a extracdo etandlica a
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70 ° C, por 30 minutos. Apds a centrifugacdo (a 21.800 rpm por 5 min), o conteiido de clorofila
foi determinado conforme descrito anteriormente (Porra et al., 1989). O contetido total de
clorofila (a + b) e razao clorofila a/b foram calculados (Porra et al., 1989).

A concentracdo de glicose, frutose e sacarose foi determinada a partir da fase liquida,
conforme descrito anteriormente (Fernie er al., 2001). Os conteddos de aminoacidos livres
totais (Cross et al., 2006), malato (Nunes-Nesi et al., 2007) foram determinados conforme
descrito anteriormente. A partir da fracdo insolivel em etanol, a concentracdo de amido (Fernie
et al.,2001) e as proteinas soluveis totais (Bradford, 1976) foram determinadas de acordo com

protocolos padrao.

2.8. Analises de perfil metabdélico

Para determinacdo do perfil metabdlico, discos foliares do foliolo central, sem conter
nervuras, da terceira folha totalmente expandida com quatro meses foram coletados no meio do
periodo com luz. As plantas estavam em fase vegetativa, antes de iniciar o periodo de
florescimento, sob condi¢des de cultivo em casa de vegetacdo, sob condi¢des controladas
(radiacdo fotossinteticamente ativa maxima de 1.500 pmol fétons m™ s e temperatura de 30 +
2 °C) e irrigagdo didria.

Ap0s a coleta, os discos foliares foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido
e, em seguida, armazenados a -80°C, até a realizacdo das andlises. Para as andlises,
aproximadamente 15 mg do tecido vegetal armazenado foi aliquotado e pesado em balanca de
precisdo e, posteriormente, os metabodlitos foram extraidos para andlise por cromatografia
gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) de acordo com Fiehn et al., (2000) usando um 7200
GC-QTOF (Agilent, Santa Clara, EUA). A andlise dos dados foi realizada com o software Mass
Hunter (Agilent, Santa Clara, EUA). Para quantificacdo relativa, todas as dreas do pico do
metabolito foram normalizadas para a drea do pico do ribitol, um padrio interno adicionado
antes da extracdo. Os dados de GC-MS foram normalizados para facilitar a comparagdo dos
diversos metabdlitos entre hibridos e parentais. Para isso a média de cada metabdlito de G.
gynandra foi dividida pela média de cada metabdlito de 7. longicarpa, TIxGg02, TIxGg 04 e
TIxGg 05. Assim todos os valores observados podem ser interpretados como em relacdo a

espécie G. gynandra, seguindo as recomendagdes de formato (Fernie et al., 2011).

2.9. Composicao isotépica do carbono
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As composicdes isotdpicas do carbono e nitrogénio das amostras foram determinadas a
partir de uma aliquota de 1 mg de material foliar seco. Para esta andlise utilizou-se o foliolo
central, sem conter nervuras, da terceira folha totalmente expandida de plantas com quatro
meses, coletados ao meio dia. Apds a coleta o material foliar foi seco em estufa a 70°C, onde
permaneceram por quinze dias até estarem completamente secos. Apds a secagem, as amostras
foram armazenadas em um dessecador até a realizacdo das andlises.

As amostras foram analisadas por combustdo sob fluxo continuo de hélio, em um
analisador elementar acoplado ao espectrometro de massa conforme descrito por Gowik et al,
(2011). Os gases CO2 e No, resultantes da combustdo foram analisados. As razdes isotdpicas
foram expressas pela notacio delta (), em partes por mil (%) e calculados pela seguinte férmula:

8 amostra” =[(R amostra - R padrdo)/R padrao] X 1000

2.10. Auto cruzamento dos hibridos e analise da geracao F2

As linhas hibridas selecionadas TIxGg 02, TIxGg 04 e TlxGg 05 se desenvolveram e
atingiram a fase reprodutiva possibilitando o auto cruzamento destes e desenvolvimento de uma
populacdo F2. O auto cruzamento foi realizado manualmente, para a polinizagdo, o estigma da
flor de cada planta foi polinizado com pdlen da mesma planta. As sementes formadas foram
coletadas, armazenadas em temperatura ambiente por noventa dias e colocadas para germinar
em sementeiras de plastico contendo 50 células cada, preenchidas com substrato comercial
Topstrato HT hortalicas© e cultivadas em casa-de-vegetacdo sob condi¢cdes semi-controladas
idénticas ao descrito no item 2.3.

Para avaliar o percentual de germinacdo das sementes oriundas do auto cruzamento dos
hibridos e dos parentais como controle, medi¢cdes de nimero de sementes germinadas foram
feitas a cada trés dias, durante 60 dias. Foram consideradas germinadas as sementes que
apresentaram protrusdo da raiz. As varidveis calculadas foram as seguintes: Germinacao (G),
calculada pela férmula G = (N/100) x 100, em que, N = nimero de sementes germinadas ao
final do teste; Indice de velocidade de germinacio (IVG), calculado pela formula IVG =Y (ni
/t1), em que: ni = nimero de sementes que germinaram no tempo ‘i’; ti = tempo apos instalagao
do teste; 1 = 1 — 60 dias. Unidade: adimensional; Tempo médio de germinacdo (TMGQG),
calculado pela formula TMG = (3 ni ti )/> ni, em que: ni = namero de sementes germinadas por
dia; ti = tempo de incubag¢do; i = 1 — 60 dias. Unidade: dias. - Velocidade média de germinacao
(VMQG), calculada pela formula VMG = 1/t em que, t = tempo médio de germinagdo. Unidade:

dias'.
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O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com cinco
gendtipos e cinco repeticdes. Cada parcela experimental foi constituida de 10 sementes,

totalizando 250 sementes analisadas.

2.11. Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de varidncia e comparados por teste de Tukey utilizando o algoritmo
contido no software Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Seattle, WA, EUA), sendo
considerados significantes os valores com P<0,05. Os resultados obtidos também foram
submetidos a uma andlise multivariada utilizando o método de Andlise dos componentes
principais com andlise de fator utilizando o software Statistica, a fim de separar os gendétipos

em subgrupos com caracteristicas semelhantes.
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3. RESULTADOS

3.1.  Hibridacoes interespecificas entre espécies de Cleomaceae

Para investigar as bases da variabilidade genética existentes em diferentes tipos de
mecanismos fotossintéticos foram realizadas hibridagdes entre duas espécies Cs (7. hassleriana
e T. longicarpa) e uma espécie Cs4 (G. gynandra) da familia Cleomaceae. Foram realizadas
quatro combinacdes de hibridagdes 7. hassleriana x G. gynandra, G. gynandra x T.
hassleriana, T. longicarpa x G. gynandra (Tl x Gg) e G. gynandra x T. longicarpa (Gg x Tl)
(Figura 1). Os cruzamentos foram bem sucedidos, gerando indmeros frutos com varias sementes
e plantas capazes de atingir a etapa reprodutiva. Dentre as quatro combina¢des de hibridagdes
todas apresentaram capacidade de germinacgdo, exceto a hibridacio Gg x TI, que dentre as
sementes formadas nenhuma germinou. As sementes provenientes dos cruzamentos Th x Gg e
Gg x Th foram capazes de germinar, porém as plantulas resultantes ndo se desenvolveram,
senescendo antes mesmo da fase reprodutiva. O desenvolvimento completo, até a fase
reprodutiva, foi observado apenas em plantas provenientes do cruzamento entre Tl x Gg.

A observacao dos hibridos resultantes do cruzamento Tl x Gg sugere que a forma das
folhas e hébitos de crescimento nem sempre ocorrem de forma intermedidria a seus parentais,
nem uniformes entre si. Algumas plantas apresentaram fenétipo semelhante a 7. longicarpa,
outras apresentaram folhas fenotipicamente diferentes dos parentais, o que era esperado devido
a alta heterozigosidade entre os parentais e diferentes caracteristicas anatdomicas (Figura 2).
Dentre os hibridos deste cruzamento haviam seis linhas aparentemente em melhores condi¢des
de nutricao e desenvolvimento, estes seis hibridos foram caracterizados em termos anatdmicos

e fotossintéticos.
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{ 9 T. hassleriana x G. gynandra d 9 T. longicarpa x G. gynandra d f
' @ G.gynandra x T. hassleriana d Q G. gynandra x T. longicarpa @

Figura 1. Esquema representando os cruzamentos entre as espécies Tarenaya hassleriana e
Tarenaya longicarpa (C3) e Gynandropsis gynandra (C4). Morfoespécies estudadas: T.

hassleriana (Domingos Martins — ES); T. longicarpa (Picos — PI); G. gynandra (Mossor6 —
RN).
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Figura 2: Variacdes fenotipicas em folhas de diferentes espécies de Cleomaceae e suas linhas
hibridas interespecificas resultantes. A- T. longicarpa. B- G. gynandra. C, D, E, F, G e H:
Hibridos interespecificos entre T. longicarpa e G. gynandra. Barra = 1 cm.

3.2. Caracterizacao fenotipica das linhagens hibridas
A fenotipagem das plantas provenientes do cruzamento entre 7. longicarpa como
espécie materna e G. gynandra como espécie paterna demonstrou que os individuos gerados
sao diferentes dos parentais, embora com maior grau de semelhanga ao parental C3. Verificou-
se que o ponto de compensacao de CO> de G. gynandra e T. longicarpa variou entre 4 e 70
umol mol™! de CO, respectivamente. J4 as linhagens hibridas apresentaram variacdes em seus

pontos de compensagcdo de COz, de 44 a 83 umol mol! (Figura 3A). Algumas linhagens
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apresentaram diferencas significativas quando comparadas aos parentais, embora ainda que
mais proximos do parental Cs (Figura 3A).

Em relacdo a caracteristicas anatomicas, espécies Cs apresentam maior densidade de
venacdo, menor distincia internerval e células da bainha do feixe vascular mais largas em
relacdao a espécies Cz. Os hibridos apresentaram maior densidade de venacdo do que seus
parentais (Figura 3B). Enquanto valores intermedidrios mais préximos do parental C4 foram
encontrados para largura das células da bainha do feixe vascular (Figura 3C) e distancia

internerval (Figura 3D).
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Figura 3. Variacdo natural de caracteristicas anatdmicas e parametros de trocas gasosas em
folhas completamente expandidas do terceiro n6 de plantas com quatro meses de idade das
espécies T. longicarpa (C3), G. gynandra (C4) e seus hibridos interespecificos. A, ponto de
compensagdo de COs. B, densidade de venacdo. C, largura das células da bainha do feixe
vascular. D, distancia internerval. Letras acima da dispersao de caixas individuais indicam
agrupamentos significativos de acordo com o Teste de Tukey (P<0,05; n=5). A mediana é
indicada por linhas s6lidas em cada caixa, a dispersao de dados é representada pelo intervalo
interquartilico.
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Entre as linhas de hibridos analisadas na geracdo F1, verificou-se variagdao no ponto de
compensac¢do de CO; e caracteristicas anatdmicas. Essas diferencas entre os individuos se dao,
provavelmente, a heterozigosidade de suas espécies parentais. Assim, foi necessdrio a selecdo
de linhas hibridas mais promissoras em termos de introdu¢@o de caracteristicas de plantas de
C4 para andlises detalhadas das populagdes subsequentes na geracdo F2. Assim, foram
selecionadas trés linhas hibridas com fendtipos divergentes em termos de ponto de
compensagdo de COz e parametros anatomicos (TI1xGg 02, TIxGg 04 e TIxGg 05). Essas trés
linhas hibridas apresentaram fenétipos foliares distintos (Figura 4A), venagdo foliar
semelhantes (Figura 4B) e apresentaram também diferengas nas caracteristicas anatomicas
observadas em cortes transversais (Figura 4C). Tais caracteristicas anatomicas foram

posteriormente quantificadas.

T. longicarpa G. gynandra

TIxGg 02

TixGg 04

TixGg 05

Figura 4. Variacdo em caracteristicas anatdomicas de folhas completamente expandidas do
terceiro nd de plantas com quatro meses de idade das espécies T. longicarpa (C3), G. gynandra
(C4) e seus hibridos interespecificos. A, folhas completamente expandidas das espécies T.
longicarpa (C3), G. gynandra (C4) e seus hibridos interespecificos (Barras = 1 cm). B, folhas
de secc¢ao transversal da espécie Cleomaceae e hibridos interespecificos (10x; barras = 100 um).
C, densidade de venagdo em folhas de espécies Cleomaceae e hibridos interespecificos (10x.
Barras = 100 pm).
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3.3. Avaliacdo dos parametros anatomicos e de trocas gasosas

Ap6s a selegdo, as linhas hibridas e os parentais foram propagadas por estacas e quatro
meses apos a estaquia as plantas foram submetidas a andlises de trocas gasosas e fluorescéncia,
em paralelo com andlises anatdmicas com intuito de confirmar as caracteristicas divergentes
entres 0os mecanismos fotossintéticos Cz e C4. Neste novo experimento, o ponto de compensagao
de CO. de G. gynandra e T. longicarpa variou de 7 e 68 umol mol’!, respectivamente. As linhas
hibridas TIxGg 02, TIxGg 04 e TIxGg 05 apresentaram 55, 53 e 56 umol mol! em seus pontos
de compensacdo de CO2, reducdo significativa de 19%, 22% e 18%, respectivamente, em
compara¢do com plantas da espécie Cs, T. longicarpa (Figura 5A). Os resultados observados
neste novo experimento se assemelham aos resultados obtidos no inicialmente no primeiro
experimento.

As linhas hibridas apresentaram valores intermedidrios significantes na largura das
células da bainha do feixe vascular quando comparados a seus parentais, sendo estes valores
mais proximos ao parental C4 (Figura 5B). Em relagdo a distincia internerval as linhas TIxGg
04 e TIxGg 05 se assemelham com ao parental G. gynandra, enquanto a linha TlxGg 02 ndo
diferiu dos parentais (Figura 5C). J4 para densidade de venagcdo ndo foram observadas
diferencas entre as linhas TIxGg 02, TlxGg 04, TIxGg 05 e parentais (Figura 5D). Por fim, foi
avaliada a espessura foliar, onde as trés linhas hibridas foram semelhantes a T. longicarpa
demonstrando uma menor espessura foliar do que a G. gynandra (Figura SF).

Adicionalmente foram avaliados parametros associados a caracteristicas hidraulicas das
plantas. Para isso, em adi¢do as andlises anatOomicas, foi avaliada também a drea foliar
especifica (AFE), esta revelou valores semelhantes para a linha hibrida TIxGg 02 quando
comparada a G. gynandra. Enquanto as linhas TIxGg 04 e TIxGg 05 néo se diferiram de nenhum
dos parentais (Figura 5E).

Com o objetivo de compreender melhor as divergéncias entre as espécies parentais 7.
longicarpa e G. gynandra e as linhas hibridas, foram avaliados alguns parametros de trocas
gasosas e fluorescéncia. Em todos os parametros analisados os hibridos apresentaram valores
semelhantes ao parental 7. longicarpa, e diferentes da G. gynandra, que apresentou maior
eficiéncia fotossintética (Figura 6 A-E). Exceto para respiragdo noturna que nao diferiu entre

hibridos e parentais (Figura 6F).
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Figura 5. Variacdo em caracteristica anatdmicas e parametros de trocas gasosas em folhas
completamente expandidas do terceiro nd de plantas com quatro meses de idade das espécies
T. longicarpa (C3), G. gynandra (C4) e seus hibridos interespecificos. A, ponto de compensacao
de CO:z. B, largura das células da bainha do feixe vascular. C, distincia internerval. D, densidade
de venacdo. E, drea foliar especifica. F, espessura foliar. Letras acima da dispersao de caixas
individuais indicam agrupamentos significativos de acordo com o Teste de Tukey, (P<0,05;
n=5). A mediana € indicada por linhas sélidas em cada caixa, a dispersdo de dados é
representada pelo intervalo interquartilico.
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Figura 6. Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia em folhas completamente expandidas
do terceiro n6 de plantas com quatro meses de idade das espécies T. longicarpa (Cs3), G.
gynandra (C4) e seus hibridos interespecificos. A, taxas de assimilacdo de CO2 ambiente (A)
(400 ppm atmosféricos [CO:]). B, transpiracdo (E). C, condutancia estomadtica (g). D,
concentragdo de carbono interno (C;). E, eficiéncia na utilizacdo da 4gua (WUE). F, respiracao
noturna (Rd). Letras acima da dispersdo de caixas individuais indicam agrupamentos
significativos de acordo com o Teste de Tukey, (P<0,05; n=5). A mediana € indicada por linhas
sOlidas em cada caixa, a dispersao de dados € representada pelo intervalo interquartilico.
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3.4. Avaliacao de parametros bioquimicos

A fim de compreender as diferencas entre os parentais e os hibridos, avaliou-se os niveis
de metabdlitos relacionados aos metabolismos do carbono e nitrogénio em folhas
completamente expandidas no meio do periodo de luz (Figura 7). Apesar da variagdo nos
parametros fisioldgicos, as linhas hibridas foram semelhantes a espécie T. longicarpa nos niveis
de acucares soldveis (glicose e sacarose), amido e relacdo clorofila a/b (Figura 7C, D, F, H).
Os niveis de aminodcidos livres totais foram inferiores nos hibridos em comparacdo com os
dois parentais (Figura 7A). Por sua vez, as folhas de plantas de G. gynandra apresentaram
maiores niveis de agicares soliveis e amido quando comparado a 7. longicarpa e hibridos. Em
relacdo aos niveis de proteina solivel total, frutose e malato nao foram observadas diferencas

entre parentais e hibridos (Figura 7 B, E, G).
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Figura 7. Niveis de metabdlitos extraidos de folhas completamente expandidas do terceiro n6
de plantas com quatro meses de idade das espécies T. longicarpa (C3), G. gynandra (Cs4) e seus
hibridos interespecificos. Para todas as andlises metabdlicas exceto os niveis de amido, as
amostras de folhas com quatro meses de idade foram colhidas a meio do dia. A, aminodcidos
livres totais; B, proteinas soluveis totais; C, razdo entre clorofilas a/b; D, glicose; E, frutose; F,
sacarose; G, malato; H, niveis de amido ao longo do dia; Letras acima da dispersdo de caixas
individuais indicam agrupamentos significativos de acordo com o Teste de Tukey, (P<0,05;
n=5). A mediana € indicada por linhas sélidas em cada caixa, a dispersdo de dados é
representada pelo intervalo interquartilico.
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3.5.  Variacoes no perfil metabdélico de folhas

Para ter uma visao ampla do metabolismo em folhas iluminadas de plantas de linhas
parentais e hibridas, foi avaliado o perfil metabdlico por cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massa (GC-MS). Esta andlise permitiu a identificacao e quantificacao de 36
metabolitos pertencentes a diferentes classes de compostos (Figura 8A). Os niveis dos
metabdlitos analisados foram relativizados e comparados em relacdo a espécie G. gynandra,
por ser uma espécie amplamente caracterizada (Sogbohossou et.al., 2019; Parma et al.,
submetido). Para maioria dos metabdlitos analisados ndo foram observadas diferencgas entre os
cinco gendtipos avaliados (Figura 8A). Entretanto, observou-se menores niveis de fenilanina
em folhas de G.gynandra em comparacdo com 7. longicarpa e hibridos. As linhas TIxGg 02 e
04 apresentaram menores niveis de triptofano quando comparadas a G. gynandra. Verificou-se
também maiores niveis de citrato + isocitrato, isocitrato e chiquimato em folhas de G. gynandra
em comparacgdo com os outros gendtipos. Em relacdo aos agtcares, observou-se que a linha
hibrida TIxGg 05 apresentou maiores niveis de maltose em comparacdo com G. gynandra; ja
as demais linhas ndo diferiram em relag@o aos dois parentais. Maiores niveis de rafinose foram
observados em G. gynandra em relacdo a T. longicarpa e hibridos. Adicionalmente, foram
observados niveis reduzidos de mio-inisitol e sinapinato em folhas da espécie G. gynandra.

Os dados de perfil metabdlico foram submetidos a uma andlise de componentes
principais (PCA) a fim de averiguar o quanto as diferengas entre os niveis de metabdlitos
contribuiram para a diferenciacao entre as linhagens hibridas e parentais (Figura 8B). De forma
interessante, o resultado da andlise sugere que as alteragdes no perfil metabdlico de folhas de
plantas hibridas, apesar de pequenas, foram suficientes para separar G. gynandra, T. longicarpa

das linhas hibridas (Figura 8B).
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Figura 8. A) A, mapa de cores ilustrando as altera¢des no contetdo relativo de metabdlitos em
folhas das espécies T. longicarpa, G.gynandra e linhagens hibridas coletadas no meio do
periodo de luz. Para andlise foram coletadas folhas completamente expandidas de plantas com
quatro meses de idade, antes do florescimento. Os dados de GC-MS foram normalizados pela
média dos valores de cada metabdlito da espécie G. gynandra. As letras indicam diferengas
significativas de acordo com o Teste de Tukey (P<0,05; n=5). B) Andlise de componentes
principais (PCA) representando as alteracdes no teor relativo de metabdlitos ao meio dia, via
andlise por GC-MS. Para andlise foram utilizadas folhas completamente expandidas de plantas
com quatro meses de idade de T. longicarpa (Cs), G. gynandra (C4) e seus hibridos
interespecificos.

3.6. Composicio isotopica do carbono

A composigio isotopica de carbono (8'3C) das plantas tem sido amplamente utilizada
para indicar os diferentes mecanismos fotossintéticos (Caemmerer et al., 2014). Assim, os
valores de §'3C foram avaliados em folhas completamente expandidas dos hibridos e parentais
(Figura 9A). Esta andlise revelou taxas de 8'>C de -317- para T. longicarpa, semelhante as linhas

hibridas que obtiveram cerca de -28/-, em contrapartida o valor observado em G. gynandra foi
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claramente mais baixo, cerca de —13Z-, valor tipico de espécies Cs4 (Yang et al., 2017). A
concentracdo interna de carbono ndo variou entre as linhas hibridas e parentais (Figura 9B). Ja
a concentracdo interna de nitrogénio foi relativamente menor em G. gynandra do que em T.
longicarpa e nas linhas hibridas (Figura 9C). Seguindo o padrdo da concentrag¢do interna de
nitrogénio, a relagdo carbono/nitrogénio da G. gynandra foi maior do que a da 7. longicarpa e

linhas hibridas (Figura 9D).
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Figura 9. Niveis de metabdlitos e composicao isotdpica do carbono de folhas completamente
expandidas do terceiro n6 de plantas com quatro meses de idade das espécies 7. longicarpa
(C3), G. gynandra (Cs) e seus hibridos interespecificos. Para todas as andlises metabolicas, as
amostras de folhas foram colhidas a meio do dia. A, composicdo isotopica do carbono (613C;
Z-); B, taxa de carbono (C%); C, taxa de nitrogénio (N%); D, taxa de carbono/nitrogénio (C:N).
A mediana € indicada por linhas sélidas em cada caixa, a dispersdo de dados é representada
pelo intervalo interquartilico. As letras indicam diferencas significativas de acordo com o Teste
de Tukey (P<0,05; n=5).
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3.7. Geracao e analise da populacao F2

Com o objetivo de avaliar a estabilidade dos fendtipos observados nas linhas hibridas
bem como a viabilidade de sementes da populagdo F2 para estudos subsequentes foi realizada
a autopolinizagdo dos hibridos e, com as sementes obtidas, foram avaliados parametros basicos
de germinacdo como porcentagem de germinacao, indice de velocidade de germinagdo (IVG),
tempo médio de germinacdo (TMG) e velocidade média de germinacdo (VMG) ao final de 60
dias ap6s a semeadura (Figura 10). A taxa de germinagdo obtida nas sementes dos parentais foi
de 66% para G. gynandra e 60% para T. longicarpa. As sementes oriundas das linhas TIxGg
02, TIxGg04 e TIxGg 05 apresentaram taxa de germinacdo de 38%, 4% e 40% respectivamente.
Na avaliacdo dos indices IVG, TMG e VMG, as linhas hibridas TIxGg 02 e TIxGg 05 ndo
diferiram significativamente dos parentais, tendo ao final uma velocidade média de germinagdo
de 30 a 35 dias. A linha TIxGg 04 por ndo ter apresentado boa capacidade germinativa foi

inferior aos outros gendtipos em todas as avaliagdes.
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Figura 10. Avaliacao dos parametros de germinacdo populacdo F2 das espécies T. longicarpa
(C3), G. gynandra (Cs) e seus hibridos interespecificos. Observacdes foram feitas desde a
semeadura até 60 dias ap6s a semeadura.
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4. DISCUSSAO
4.1. Viabilidade de producao de hibridos interespecificos em Cleomaceae

Neste trabalho, investigou-se a viabilidade da hibridacdo entre espécies com diferentes
mecanismos fotossintéticos da familia Cleomaceae, a fim de possibilitar a introdu¢do em
espécies C3 de caracteristicas relacionadas ao mecanismo concentrador de CO> observadas em
plantas Cs. Foram utilizadas trés espécies, duas com mecanismo C3, sendo elas 7. hassleriana
e T. longicarpa e uma espécie C4, a G. gynandra previamente caracterizadas (Parma et al.,
submetido). Apesar das diferencas no tamanho dos genomas (Parma et al., submetido)
verificou-se que a combinagdo de 7. longicarpa e G. gynandra € promissora pois resultou na
producdo de sementes e, a partir destas, plantas capazes de produzir sementes vidveis. Assim,
esses resultados demonstram que hibridos vidveis produzidos de espécies Cz e Cs de
Cleomaceae podem ser obtidos. No entanto, a viabilidade de sementes e hibridos
interespecificos depende da combinacao de parentais e da dire¢do da hibridacdo.

A maior viabilidade de hibridos resultantes do cruzamento de G. gynandra com T.
longicarpa pode estar relacionado com o fato desta espécie, apesar de ser C3 ter um genoma
maior em relacdo a outras espécies de Cleomaceaes com metabolismo C3 (Parma et al.,
submetido). Estudos sobre o estabelecimento do mecanismo C4 em espécies C3 sugerem que
espécies C3 com maior duplicacdo de genes sdo mais aptas a desenvolverem caracteristicas
complexas como as do mecanismo Cs4 (Sage, 2021; Parma et al, submetido).

Embora a taxa de germinacdo das linhas hibridas na geracdo F2 tenha sido abaixo dos
valores obtidos em sementes dos parentais, o potencial reprodutivo foi suficiente para
caracterizar as linhas hibridas como férteis (Figura 10). Frequentemente sementes provenientes
de plantas hibridas ndo sdo capazes de germinar devido a esterilidade por incompatibilidade
dos parentais. Muitas vezes essa esterilidade estd relacionada a viabilidade dos grdos de pélen,
ma formacdo do embrido e anomalias cromossomicas (Colin et. al., 2012; Katche et.al., 2019).
Sendo assim, as linhas hibridas obtidas no presente estudo se mostraram vidveis para estudos
genOmicos comparativos envolvendo a ampla segregacdo possivel entre seus individuos.
Porém, para tal, é necessario compreender melhor o comportamento das linhas hibridas através
da avaliacdo de caracteristicas genéticas como tamanho do genoma nuclear e nivel de ploidia

nessas plantas.

4.2.Hibridos interespecificos de 7. longicarpa e G. gynandra apresentam caracteristicas de

anatomia proto-Kranz
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A trajetdria evolutiva da fotossintese C3 para Cs4 inclui uma série de etapas adaptativas,
envolvendo alteraches em caracteristicas anatdomicas e bioquimicas (Sage et. al., 2004;
Heckmann et. al., 2016; Sage 2021). Em relac@o as etapas adaptativas anatomicas, a redugdo
da distancia internerval, a densidade de venagdo e o aumento das células da bainha do feixe
vascular nas linhagens hibridas sdo caracteristicas que indicam um inicio de diferenciacdo
celular das mesmas e desenvolvimento de uma anatomia proto-Kranz, que € considerada uma
fase inicial no processo de evolucdo do mecanismo C4 (Sage, 2004, 2021). Essa anatomia esta
presente em espécies com fendtipos intermedidrios de C3-Cs e trata-se de uma pré anatomia
Kranz, onde existe um pré condicionamento anatdomico das células (Sage, 2021). Desse modo,
as células da bainha do feixe vascular sdo maiores em relacdo as células do mesdfilo,
observando-se também maior densidade de mitocondrias e cloroplastos nestas células (Sage,
2021). Essas duas alteracdes caracteristicas nas células da bainha do feixe vascular fazem com
que haja um aumento na sua atividade fotossintética, tornando-as fotossintéticamente ativas.
Entretanto, apesar da maior atividade fotossintética nessas células, ainda ndo sdo observadas
mudancas na expressao da glicina descarboxilase na anatomia proto-Kranz (Sage, 2014, 2021).
Nesse estdgio proto-Kranz ha também uma tendéncia de aumento na densidade de veias e
reducdo na distancia internerval, o que foi observado nas linhas hibridas em relagdo a T.
longicarpa.

O surgimento da anatomia Kranz em plantas durante o estabelecimento do mecanismo
C4 estd amplamente ligado a fatores hidrdulicos da planta, sendo considerado o mecanismo Cy4
inicialmente como uma evolucdo adaptativa ao estresse hidrico (Colin et.al., 2012; Sage et.al.,
2004, 2021). Consequentemente, a0 demandar menor transpiracio com uma menor condutancia
estomdtica resultou no aumento da atividade fotossintética dessas plantas (Sage 2004, Colin et.
al., 2012; Sage, 2021). Portanto, caracteristicas que indicam maiores tolerancias ao estresse
hidrico como aumento na densidade de venagdo, menores distancias internervais, diferenciagdao
nas células da bainha do feixe vascular e reducdo da drea foliar especifica estdo diretamente

relacionados ao surgimento da anatomia Kranz e inicio do estabelecimento do mecanismo Cq4

(Sage, 2004; Colin et. al, 2012; Zhou et.al., 2018; Sage 2021).

4.3. Alteracoes no ponto de compensacio de CO: em hibridos interespecificos de T.
longicarpa e G. gynandra

Em relagdo ao ponto de compensac¢do de CO: das linhagens hibridas obtidas neste

estudo, verificou-se uma reducao de aproximadamente 20% em relagdo a 7. longicarpa (Figura

5A). Entretanto, essa reducdo ndo foi suficiente para igualar os hibridos gerados
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a G. gynandra em termos de eficiéncia fotossintética. Isto indica que as propriedades
fotossintéticas dos hibridos foram influenciadas pelos dois parentais, exibindo um ponto de
compensa¢do de CO; intermedidrio (Patchell et al., 2014; Bayat et al., 2018; Sogbohossou et
al., 2019; Parma et. al., submetido). As alteragdes anatomicas promovidas pelos cruzamentos,
como o aumento na largura das células da bainha do feixe vascular e redugdo na distincia
internerval fazem com que as células da bainha do feixe vascular passem a ter um papel direto
na fotossintese, facilitando a concentragdo de CO2 mais proximo a RuBisCO. O que explicaria
a reducdo considerdvel encontrada nos pontos de compensagdo de CO> em relagdo a T.
longicarpa. Porém, para redu¢do do ponto de compensacao de CO; € necessdrio a restricao da
atividade da glicina descarboxilase as mitocondrias das células da bainha do feixe vascular. O
que s6 € observado no mecanismo intermedidrio do tipo C; que sucede a anatomia proto-Kranz
observada nos hibridos (Sage, 2021). Para este proximo passo na incorpora¢do de mecanismo
C4 sdo necessdrios ajustes metabolicos e modificacdes anatomicas, provavelmente por meio de

alteracoes em regulacdes transcricionais.

4.4. Hibridos interespecificos de T. longicarpa e G. gynandra apresentam parametros
fisiologicos e metabolicos semelhantes ao de espécies C3

A taxa fotossintética em condi¢des ambientais das linhagens hibridas foi semelhante a
da T. longicarpa, variando entre 28 e 31 umol m? s! (Figura 6A). Essa taxa fotossintética é
associada a uma condutancia estomatica (gs) elevada (Figura 6C). Ou seja, para manter as taxas
fotossintéticas observadas nas plantas hibridos, existe a necessidade de uma maior abertura
estomdtica e consequentemente menor eficiéncia no uso da dgua (WUE) por essas plantas
(Figura 6E). Diferente do que ocorre na G. gynandra, onde a alta taxa fotossintética (38 umol
m s') acompanha uma baixa g e baixa transpiracdo resultando em uma maior WUE nessas
plantas (Figura 6E) (Colin et. al., 2012). Além do mais, como as plantas C4 conseguem realizar
fotossintese mesmo com menor abertura estomdtica, isso faz com que o processo seja altamente
eficiente durante toda a exposi¢do da planta a luz solar, independente de fatores como
temperatura e umidade, levando ao aumento nas taxas de fixacdo de CO; por essas plantas
(Colin et. al., 2012; Zhou et.al., 2018).

As diferencas metabdlicas entre plantas Cs, Cs4 e intermedidrias C3-C4 baseiam-se em
diferentes arranjos intercelulares do processo fotorrespiratério, ligados a caracteristicas
anatomicas, bioquimicas e metabdlicas (Sage, 2021). Os modelos propostos até o momento
sugerem que o estabelecimento do mecanismo C4 inicialmente se dao as mudangas anatdmicas

como uma pré-regulacdo para estabelecimento de um ciclo Cy inicial (Patchell et al., 2014;
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Schuler et al., 2016; Sage, 2021). As caracteristicas bioquimicas e metabdlicas s6 se alteram
apo6s a instalacdo do mecanismo fotossintético do tipo Cz, quando jd ocorreu a restricao da
atividade da glicina descarboxilase as mitocondrias das células da bainha do feixe vascular
(Colin et. al., 2012; Sage, 2021). A partir dai, se inicia a origem do ciclo C4 bioquimico, onde
comecam a haver alteragdes dos niveis de aspartato, malato e aminodcidos envolvidos no
processo fotorrespiratério. Ap6s a instalacao inicial do ciclo C4 bioquimico comegam a ocorrer
pequenas alteragdes no metabolismo do nitrogénio e a partir disto € observado um aumento
significativo na composicao isotépica do carbono, pardmetro utilizado para diferenciacio de
mecanismos fotossintéticos (Revees et. al., 2018; Sage, 2021).

A composicdo isotopica do carbono das linhagens hibridas foi semelhante a T.
longicarpa (~-31 %o), valor tipico encontrado em espécies C3 (Sage, 2021). Assim como a
utilizacdo de nitrogénio e relacdo carbono/nitrogénio (Sage, 2021). Indicando entdo que ndo
houveram alteragdes a nivel bioquimico no metabolismo do nitrogénio. Reafirmando a
instalacdo apenas de uma anatomia proto-Kranz, ainda sem alteragdes significativas a nivel
bioquimico nas linhagens hibridas.

A andlise de componentes principais, com base em todas as varidveis analisadas, sugere
a separacdo das linhagens utilizadas em trés grupos: (i) G. gynandra, (i1) T. longicarpa e (ii1)
linhas hibridas (Figura 10). Os resultados obtidos nessas trés linhas hibridas sugerem que,
embora os hibridos apresentem alteracdes anatdmicas e no ponto de compensagdo de COa,
indicando o possivel estabelecimento de uma anatomia proto-Kranz, estas mudancgas ainda ndo
sdo suficientes para alteracdes significativas na eficiéncia fotossintética destas plantas. Assim,
nossa hipétese é que sdo necessdrias alteracdes adicionais ao nivel de transcricdo de genes ou
na morfologia destas plantas para que haja de fato o inicio do estabelecimento de um ciclo Cq4
funcional. Assim, torna-se necessirio a avaliagdo do perfil de transcritos que possam estar
relacionados as mudancas iniciais aqui descritas, bem como anélises de gendmica comparativa

entre hibridos e parentais.
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5. CONCLUSOES

A hibridacdo interespecifica em Cleomaceae aparenta ser uma estratégia promissora
para avaliar diferencas genéticas entre os mecanismos fotossintéticos e investigacdo sobre o
estabelecimento do mecanismo Cs. Especificamente o cruzamento entre 7. longicarpa e G.
gynandra demonstrou potencial para geracdo de linhas hibridas de grande valor para estudos
adicionais.

Os hibridos gerados neste estudo apresentam caracteristicas de anatomia proto-Kranz,
fen6tipo comumente descrito como intermedidrio inicial sem mudancas significantes a nivel
bioquimico. Apesar de pequenas, as alteracdes no perfil metabdlico em folhas de plantas
hibridas permitiram sua diferenciacdo das espécies parentais. Em conjunto, as alteracdes
anatomicas e metabdlicas observadas permitiram uma reducdo de aproximadamente 20% no
ponto de compensacio de COx.

Por serem férteis as linhas hibridas geradas apresentam grande potencial em gerar
populacdes subsequentes que permitam investigar o comportamento de caracteristicas
segregantes através de tecnologias avancadas de gendmica e bioinformatica. Entretanto, para
confirmar este potencial ainda sdo necessdrios estudos e experimentos envolvendo as
populacdes subsequentes obtidas através dessas linhagens hibridas.

Por fim, a hibridacdo interespecifica em espécies de Cleomaceae com mecanismos
fotossintéticos distintos gera uma possibilidade para que se possa finalmente descobrir um
conjunto minimo de genes que seja capaz de introgredir caracteristicas do mecanismo

fotossintético C4 em uma espécie Cs.
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