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1. RESuMO

Buscando levantar caracteres da lamina foliar que auxiliem na sistemética e filogenia de
Poaceae foram realizados estudos anatdmicos e ultraestruturais. Em Bambusoideae, caracteres
como papilas dispersas na face abaxial e células buliformes organizadas paralelamente sdo
Uteis para o reconhecimento de Olyreae; enquanto papilas organizadas em colunas centrais e
celulas buliformes em forma de leque sdo Uteis para o reconhecimento de Bambuseae. Em
Bambuseae, fibras intercostais e nervura central simples sdo caracteres diagndsticos de
Arthrostylidiinae; enquanto complexo estomatico portando duas papilas por célula subsidiaria
e nervura central complexa sdo caracteres diagnosticos de Chusqueinae. O levantamento de
caracteres da lamina foliar de espécies de Chusquea pertencentes ao clado Il “Chusquea
ramosissima” indica estruturas Uteis para sua delimitacdo, tais como: complexo estomatico,
tipo de tricomas, tipo e arranjo de células silicosas, e tipo e nimero de camadas de células
invaginantes; bem como sustenta o reconhecimento deste clado e de uma nova espécie para a
Bolivia. O estudo do desenvolvimento foliar com énfase nas células fusoides mostra sua origem
proveniente do meristema fundamental e que a cavidade observada em sec¢fes transversais de
laminas foliares maduras é resultado do colapso de vérias células fusoides. A origem
proveniente do meristema fundamental é confirmada para toda a familia e homologias séo
observadas dentre diferentes tipos de células parenquimaticas do mesofilo. O estudo ainda
sugere que células fusoides evoluiram das células incolores observadas em Joinvilleaceae. S&o
fornecidas descrigdes anatdmicas gerais da lamina foliar para as 12 subfamilias reconhecidas
para Poaceae, bem como a definicdo estrutural e a reavalicdo da importancia de alguns
caracteres na sistematica do grupo.

PALAVRAS-CHAVE: anatomia, clado BOP, clado PACMAD, clado Graminideo, folha,

gramineas, linhagens basais, ontogenia.



2. ABSTRACT

To seek leaf blade features useful for systematics and phylogenetics of Poaceae, anatomical
and ultrastructural studies were carried out. Within Bambusoideae, features such as papillae
scattered on the abaxial surface and parallel-sided arrays of bulliform cells are useful for
recognizing Olyreae; whereas centrally organized papillae and fan-shaped arrays of bulliform
cells are useful for recognizing Bambuseae. Within Bambuseae, intercostal fibers and simple
midrib are diagnostic features of Arthrostylidiinae; whereas stomatal apparatus bearing two
papillae per subsidiary cell and complex midrib are diagnostic features of Chusqueinae. The
survey of leaf blade anatomical features of Chusquea species that comprise the clade 1l
“Chusquea ramosissima” shows structures for delimiting species, such as: stomatal apparatus,
type of trichomes, type and arrangement of silica bodies, and type and number of layers of arm
cells; as well as supports the recognition of this clade and of a new species from Bolivia. The
foliar developmental study with emphasis on fusoid cells shows their meristematic origin from
the ground meristem and that the cavity as seen in cross section in mature leaves is resulting
from the collapse of several fusoid cells. Their origin from the ground meristem is confirmed
throughout the family and homologies are observed among different types of mesophyll
parenchymatous cells. The study also suggests that fusoid cells evolved from colourless cells
of Joinvilleaceae. General leaf blade anatomical descriptions of the 12 recognized subfamilies
of Poaceae are provided, as well as structural definition and reevaluation of the relevance of
anatomical features in grass systematics.

KEY WORDS: anatomy, early-diverging lineages, BOP clade, Graminid clade, leaf, grasses,

ontogeny, PACMAD clade.



3. INTRODUCAO GERAL

Todas as espécies estudadas nesta tese pertencem a Poales, que esté inserida no clado
das comelinideas e atualmente compreende 14 familias que compartilham caracteristicas
estruturais, embrioldgicas e moleculares (APG IV 2016; Stevens, 2001 onwards) (Fig. 1). Sdo
reconhecidos seis clados para o grupo, dentre eles o clado graminideo, que compreende
[Flagellariaceae (Joinvilleaceae + Ecdeicoleaceae) Poaceae] baseado no compartilhamento de
caracteristicas morfoldgicas e embrioldgicas (Linder e Rudall 2005) (Figs. 2 e 3).

Poaceae engloba aproximadamente 12.000 espécies que se caracterizam por
apresentarem, de maneira geral, inflorescéncias bracteadas, perianto reduzido ou ausente, polén
com exina ornamentada, embrido lateral diferenciado e cariopse (GPWG 2001; GPWG II
2012). Atualmente a circunscrigdo da familia est4 estabilizada em 12 subfamilias (Soreng et al.
2015) (Fig. 4): Anomochlooideae, Pharoideae e Puelioideae, que constituem as linhagens
basais; Oryzoideae, Bambusoideae e Pooideae, que compreendem o clado BOP; e
Aristidoideae, Panicoideae, Arundinoideae, Micrairoideae, Danthonioideae e Chloridoideae,
linhagens filogeneticamente mais derivadas que constituem o clado PACMAD. Embora seja
uma familia diversa e amplamente distribuida pelo mundo (Watson and Dallwitz 1992), sua
circunscricdo é bem sustentada por evidéncias estruturais, embrioldgicas, fisioldgicas e
moleculares (GPWG 2001; Stevens 2001 onwards; GPWG |1 2012; Soreng et al. 2015). No
Brasil, a diversidade da familia estd estimada em cerca de 1.478 espécies distribuidas em 11
subfamilias (Filgueiras et al. 2015) (e.g., Figs. 5-15), com excecdo de Puelioideae, grupo que
engloba espécies nativas de florestas tropicais da Africa (Clark et al. 2000). Poaceae
desempenha relevante papel econdémico e ecologico, contudo, a ampla diversidade de espécies
torna sua sistematica por vezes um fator limitante.

Como a classificagdo da familia é tradicionalmente baseada principalmente em

caracteristicas morfoldgicas de estruturas reprodutivas (Longhi-Wagner 2012), a dificuldade



na obtencdo de material fértil ou a incongruéncia de evidéncias morfoldgicas e moleculares
tornam a sistematica e filogenia do grupo ainda mais desafiadora. Nesse contexto, um classico
exemplo séo as espécies de bambus lignificados, que apresentam ciclo de vida monocéarpico
plurianual e, portanto, florescem ap6s varios anos investidos apenas em propagagao vegetativa
e morrem logo apo6s a disperséo dos frutos. Dessa forma, a busca por caracteristicas vegetativas
que auxiliem na taxonomia de Poaceae tornou-se essencial como subsidio a identificagdo de
espécies e a classificacdo mais natural do grupo, onde, historicamente, a anatomia da lamina
foliar ganhou destaque (Fig. 16).

Trabalhos como os de Duval-Jouve (1875), Schwendener (1890) e Avdulov (1931)
foram pioneiros nesta linha e forneceram a base para estudos comparativos sobre a anatomia
da lamina foliar em Poaceae. Na década de 50, Brown (1958) estabeleceu caracteristicas
sistematicamente Uteis para a familia e determinou seis grandes grupos baseado em uma
combinacdo Unica de caracteres da lamina foliar examinados em secgdes transversais. J&
Metcalfe, em 1960, forneceu descricdes anatdmicas gerais e diagnosticas da epiderme e
mesofilo de varios taxons (e.g., Figs. 16-19), bem como ilustracGes que foram um dos subsidios
para a padronizacdo terminoldgica estabelecida mais tarde por Ellis (1976, 1979). Anos depois,
em 1987, Ellis apresentou uma revisdo sobre a aplicabilidade das estruturas anatbmicas da
lamina foliar na sistemética de Poaceae, demonstrando a importancia desses caracteres para
definir e delimitar as cinco subfamilias reconhecidas na época (Clayton e Renvoize 1986).
Desde entdo, estudos anatdmicos na familia tém sido concentrados principalmente na lamina

foliar e sdo, em sua maioria, de cunho aplicado a sistematica e filogenia do grupo.

Estruturas anatdmicas de Poaceae como mesofilo com células invaginantes (arm cells)
e fibras intercostais sdo exemplos de caracteres anatdmicos taxonomicamente informativos
(ver Judziewicz et al. 1999; Viana et al. 2011, 2013; Leandro et al. 2016a) e frequentemente

considerados em estudos filogenéticos (e.g., Clark et al. 2000; GPWG 2001; Sanchez-Ken et



al. 2007; GPWG 11 2012). Por outro lado, algumas estruturas ainda apresentam dados
conflitantes apesar do constante crescimento de trabalhos anatdmicos envolvendo espécies do
grupo. Este é o exemplo das células fusoides, consideradas caracteristicas de espécies de
Bambusoideae, mas também observadas em linhagens basais e em algumas espécies de
Oryzoideae, Pooideae e Panicoideae (Tateoka 1963; GPWG 2001, Leandro et al. 2016b).
Embora seja considerado um carater sinapomorfico e importante para a definicdo da familia,
até entdo ndo h& dados na literatura sobre sua origem, limitando, portanto, interpretaces
filogenéticas mais consistentes.

Considerando a importancia da continuidade de estudos anatdmicos da lamina foliar
em espécies de Poaceae, esta tese se apresenta estruturada em quatro capitulos:
() O primeiro capitulo “The utility of Bambusoideae (Poaceae, Poales) leaf blade anatomy for
identification and systematics” abrange dados anatdmicos sobre 13 espécies de bambus
lignificados (Bambuseae) e de trés espécies de bambus herbaceos (Olyreae), totalizando 16
espécies nativas estudadas. Este capitulo visa levantar estruturas anatbmicas da lamina foliar
que auxiliem na identificacdo destas espécies simpatricas, principalmente aquelas
monocarpicas plurianuais, ocorrentes no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), Séo
Paulo.
(i1) O segundo capitulo “The contribution of foliar micromorphology and anatomy to the
circumscription of species within Chusquea ramosissima Clade (Poaceae, Bambusoideae,
Chusqueinae)” visa fornecer dados ndo s6 para a diferenciacdo das espécies estudadas, mas
também levantar caracteristicas Uteis ao reconhecimento do clado Il “Chusquea ramosissima”,
que compreende Chusquea ramosissima Lindman, C. tenella Nees e C. longispiculata L.G.
Clark (Fisher et al. 2014). Chusquea Kunth é o grupo mais diverso de bambus lignificados e

sua monofilia é sustentada principalmente por dados moleculares (Fisher et al. 2009; Kelchner



and BPG 2013; Fisher et al. 2014). O grupo é um exemplo da incongruéncia de evidéncias
morfoldgicas e moleculares, reforcando a importancia deste estudo.

(ii1) O terceiro capitulo “Fusoid cells in the grass family Poaceae (Poales): a developmental
study reveals homologies and suggests insights into their functional role in young leaves”
fornece dados sobre o desenvolvimento de 16 espécies de Poaceae distribuidas em seis
subfamilias, além de uma espécie pertencente a cada um dos grupos externos (Flagellariaceae
e Joinvilleaceae). Este trabalho visa fornecer principalmente dados sobre a origem das células
fusoides em Poaceae comparando seu desenvolvimento com células similares observadas em
Joinvilleaceae, bem como traz importante contribuicdo para o entendimento estrutural deste
carater anatdbmico amplamente utilizado na sistematica e filogenia da familia.

(iv) O quarto capitulo “An update on comparative leaf blade anatomy in the systematics of
Poaceae (Poales): the past thirty years since Ellis” tem como referéncia o trabalho de Ellis
(1987) e, a partir dele, fornece dados sobre o estado da arte e da importancia da anatomia da
lamina foliar na sisteméatica de Poaceae. Sdo apresentadas descri¢des anatdmicas de cada
subfamilia e discussdes sobre a aplicabilidade de caracteres anatdmicos foliares na sistematica

do grupo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados aqui levantados por meio das espécies estudadas reforcam a importancia da

utilizacéo de estruturas anatdbmicas da lamina foliar na sistemaética e filogenia de Poaceae.

Dentre os bambus neotropicais, estruturas anatdbmicas como fibras intercostais e nervura
central simples sdo importantes para o reconhecimento de espécies de Arthrostylidiinae, assim
como células subsidiarias com papilas e nervura central complexa para o reconhecimento de
Chusqueinae. A presenca de papilas nas células subsidiarias de complexos estomaticos foi
recentemente considerada uma sinapomorfia para Chusquea, o que foi reforcado por ter sido
observada em todas as espécies aqui estudadas pertencentes ao grupo. Por outro lado, as papilas
refrativas, que sdo consideradas um carater diagnostico de Arthrostylidiinae e Guaduinae,
devem ser reavaliadas quanto seu valor para a sistematica, pois, aparentemente, ndo apresentam

distingdes estruturais visiveis quando comparadas a uma papila considerada nédo-refrativa.

Embora ndo tenha sido possivel levantar nenhum carater possivelmentte sinapomarfico
para o clado I “Chusquea ramosissima”, a anatomia da lamina foliar mostrou-se Gtil para
diferenciar espécies deste grupo e aquelas morfologicamente semelhantes. Somando-se a isso,
uma nova espécie de Chusquea foi reconhecida baseada principalmente em caracteristicas da

epiderme, demonstrando a importancia da superficie da lamina foliar na sistematica do grupo.

O estudo do desenvolvimento foliar com énfase nas células fusoides revelou sua origem
proveniente do meristema fundamental, bem como homologias dentro do clado graminideo.
Dados ultraestruturais evidenciaram o armazenamento de granulos de amido e sua posterior
degradacéo no interior das células fusoides durante o desenvolvimento e expansdo da lamina
foliar, sugerindo a funcdo armazenadora e nutricional destas células em folhas jovens. A
anatomia mostrou nova interpretacdo para essas células, assim como sua possivel evolucao a
partir das células incolores, observadas em Joinvilleaceae. Considerando que as células fusoides

sdo um carater sinapomorfico para Poaceae e tem seu desenvolvimento influenciado por fatores
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ambientais, os dados aqui apresentados contribuem para o entendimento da evolugdo e

diversificacdo da familia.

A revisdo da aplicabilidade de estruturas anatémicas da Iamina foliar para a sistematica
de Poaceae a partir dos estudos de Ellis (1987) pertimitiu indicar grupos com alta prioridade de
estudo. Além disso, foram apresentadas descri¢gdes gerais de cada uma das 12 subfamilias e
comentarios sobre caracteres Uteis ao reconhecimento de tadxons, o que permitiu apontar

possiveis sinapomorfias e também corroborar aquelas ja reportadas na literatura.

O estudo da anatomia da lamina foliar mostra-se cada vez mais importante na
sistematica e filogenia de Poaceae. Com 0s avancos tecnologicos, dados em microscopia de luz
ou em eletronica de varredura e transmissdo mostram-se extremamente informativos em busca
da classificacdo mais natural do grupo. Estudos anatémicos ainda Sd0 necessarios em
representantes de Aristidoideae, Arundioideae, Bambusoideae (especialmente bambus
temperados e paleotropicais), Micrairoideae, Puelioideae e Panicoideae, fornecendo, portanto,

um vasto campo para a formacao de novos anatomistas especialistas em Poaceae.





