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RESUMO

AZEVEDO, MARYANA OLIVEIRA Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde — GO,
maio de 2019. Morfoanatomia e desenvolvimento de 6rgdos vegetativos e
reprodutivos da espécie Thismia panamensis (Standl.) Jonker Thismiaceae
Orientador: Diego Ismael Rocha Coorientadores(as): Valdnéa Casagrande Dalvi e
Christiano Peres Coelho

Thismia panamensis (Standl.) Jonker, €& uma espécie caracterizada como
micoheterotrofica, por depender de relagdo com fungos para garantir sua sobrevivéncia.
Atualmente a espécie € inserida no género Thismia o qual é o maior género da familia
Thismiaceae, sendo representado por mais de 70 espécies. T. panamensis foi descrita para
uma fitofisionomia florestada do Cerrado brasileiro a pouco tempo, sendo este o primeiro
registro da familia para o Cerrado e da espécie para o Brasil. Espécies de Thismia
apresentam uma ampla variabilidade floral e os estudos existentes sobre as mesmas focam
em descrever essas diferencas morfoldgicas, bem como se dedicam a estudar aspectos
ecoldgicos como polinizacao e dispersdo. Contudo, a fim de ampliar os estudos para a
familia Thismiaceae, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os diferentes
estadios de desenvolvimento de T. panamensis e descrever a anatomia dos Orgaos
vegetativos, e reprodutivos da espécie. O desenvolvimento reprodutivo de individuos de
T. panamensis foi acompanhado em campo. Algumas amostras foram coletadas e
submetidas a técnicas usuais de microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura
e microtomografia. Diferentes estadios de desenvolvimento foram definidos a partir do
acompanhamento da espécie. Os dados anatdmicos obtidos através deste estudo
evidenciaram caracteristicas estruturais de T. panamensis de modo que foram descritos,

o tecido de revestimento, o qual apresentou epiderme uniestratificada, o tecido



fundamental, composto por parénquima de reserva no sistema subterraneo e parénquima
de preenchimento nos demais 6rgéos, e o tecido vascular com xilema e floema dispostos.
Além disso, 0s processos de desenvolvimento de esporos e gametas masculinos
(microesporogénese e microgametogenese) e femininos (megaesporogénese e
megagametogénese) foram descritos pela primeira vez para a espécie. Acreditamos que
os resultados obtidos no presente estudo auxiliardo na compreensdo da biologia de

Thismia panamensis, bem como, de todo género.

PALAVRAS - CHAVES: Morfologia, Anatomia, Thismiaceae, biologia reprodutiva.



ABSTRACT

Thismia panamensis (Standl.) Jonker, is a species characterized as mycoheterotrophic,
because it depends on relation with fungi to guarantee its survival. Currently the species
is inserted in the genus Thismia which is the largest genus of the family Thismiaceae,
being represented by more than 70 species. T. panamensis was described for a forested
phytophysiognomy of the Brazilian Cerrado in a short time, being this the first record of
the family for the Cerrado and the species for Brazil. Thismia species exhibit a broad
floral variability and the existing studies on them focus on describing these morphological
differences as well as studying ecological aspects such as pollination and dispersal.
However, in order to expand the studies for the family Thismiaceae, the present work
aimed to characterize the different stages of development of T. panamensis and to
describe the anatomy of the vegetative and reproductive organs of the species. The
reproductive development of T. panamensis individuals was monitored in the field. Some
samples were collected and submitted to usual techniques of light microscopy, scanning
electron microscopy and microtomography. Different stages of development were
defined from the monitoring of the species. The anatomical data obtained through this
study evidenced structural characteristics of T. panamensis so that the lining tissue was
described, which presented unstratified epidermis, the fundamental tissue, composed of
reserve parenchyma in the underground system and parenchyma of filling in the other
organs , and vascular tissue with xylem and phloem arranged. In addition, the processes
of development of male spores and gametes (microsporogenesis and
microgametogenesis) and female (megaesporogenesis and megagametogenesis) were
described for the first time for the species. We believe that the results obtained in the
present study will aid in the understanding of the biology of Thismia panamensis, as well

as, of all genus.



KEY-WORDS: Morphology, Anatomy, Thismiaceae, Reproductive Biology.
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INTRODUCAO GERAL

Thismia Griff. € um género de plantas pouco conhecido representado por cerca
de 70 espécies herbaceas que, em geral, apresentam estruturas vegetativas e reprodutivas
reduzidas e sdo aclorofiladas. Essas espécies sdo denominadas micoheterotroficas por
dependerem de relagdes com fungos micorrizicos para obtencdo de carbono e outros
nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia (DANCAK, 2013; SHING MAR e
SAUNDERS, 2015).

A micoheterotrofia é uma estratégia tréfica que estd presente em estimadas
20.000 espécies vegetais (MERCKX, 2013) e, apesar dos avan¢os na compreensao desse
fendmeno pouco se sabe a respeito das caracteristicas envolvidas no estabelecimento da
interacdo entre os fungos micorrizicos e as espécies vegetais aclorofiladas. As associa¢fes
micorrizicas sdo, em geral, relagdes mutualisticas. Porém, € intrigante o motivo pelo qual
fungos fazem parte de uma interagdo micoheterotrofica, uma vez que, ndo esta claro se
os fungos adquirem beneficios ou se sdo simplesmente parasitados pela planta
aclorofilada (LEAKE, 1993; GOMES et al., 2016).

O género Thismia possui distribuicdo Pantropical e se desenvolve entre a
serrapilheira de florestas umidas permanecendo em estadio vegetativo sob o solo durante
a maior parte do ano. No periodo de chuvas, os individuos emergem do solo e entram na
fase reprodutiva completando seu ciclo de vida (SHING MAR e SAUNDERS, 2015).
Doze espécies de Thismia foram identificadas na América do Sul, sendo sete restritas a
Mata Atlantica, bioma caracterizado por grande variacdo climéatica e alto indice
pluviométrico (MAAS et al., 1986; MAAS e MAAS 2010).

Recentemente, uma espécie encontrada no Cerrado brasileiro foi identificada
como Thismia panamensis (GUILHERME et al., 2016) a qual possui cerca de 6 cm de

altura, sem folhas aparentes, sistema subterraneo tuberoso e uma complexa e exotica



estrutura floral. Possuem tépalas fundidas que formam um tubo com um anel no apice do
perianto. No caso de T. panamensis é possivel notar projec@es alongadas e livres entre si
acima do anel (CADDICK et al., 2000).

Embora o significado funcional das tépalas morfologicamente complexas, bem
como, das projecOes observadas no perianto ndo seja conhecido, essas estruturas
provavelmente desempenham um papel na atragcdo de polinizadores. A identidade das
estruturas subterraneas observadas em algumas espécies de Thismia, ndo esta bem
definida, embora sejam, comumente, denominadas de tubérculos (CADDICK et al.,
2000). No caso de T. panamensis essa € descrita como tubérculo (IMHOF, 2013), porém
ndo existem registros da anatomia dessa estrutura para a espécie, consequentemente ndo
hd conhecimento sobre a forma de colonizacdo flngica existente nessa estrutura
subterranea. As sementes possuem forma eliptica a fusiforme e raramente o tamanho é
superior a 1 mm (LEAKE, 1993). Estudos prévios relataram espécies apomiticas no
género (RUDALL e MORLEY, 1992).

A utilizacdo de analises microscopicas de 0rgaos vegetativos e/ou reprodutivos
tem contribuido significativamente para elucidacédo da funcionalidade dos mesmos, bem
como, para o conhecimento dos aspectos ecoldgicos, fisioldgicos e filogenéticos das
espécies (METCALFE e CHALK, 1979; BENZING, 2000; DICKISON, 2000). Contudo,
poucos estudos tém abordado a anatomia de espécies micoheterotroficas e de espécies
Thismia (IMHOF, 1997; IMHOF, 1999).

Diante da complexidade morfoldgica observada em espécies Thismia, a falta de
informacdes a respeito do desenvolvimento e composicdo de estruturas dessas espécies,
bem como, o registro inédito da ocorréncia de T. panamensis no Cerrado brasileiro,
estudos estruturais e morfofuncionais tornam-se relevantes e necessarios para a melhor
compreensdo e entendimento acerca da biologia dessas espécies e, consequentemente, da

biodiversidade para o Cerrado.



REFERENCIAL TEORICO

1. Micoheterotrofia

InteracBes micorrizicas sdo extremamente abundantes no reino das plantas,
portanto sdo mais comuns do que se imagina e estdo presentes em mais de 90% das
especies de plantas (CAVALCANTE et al.,, 2013; HYNSON e BRUNS, 2010;
MERCKX, 2013). Essas associacdes sdo variadas e classificadas de acordo com sua
estrutura e funcédo, sendo que os dois principais grupos de micorrizas sdo: ectomicorrizas
e endomicorrizas, mas existem ainda outras classificagdes como micorriza arbuscular,
micorriza orquiddide, micorriza arbutdides, monotropoides e ericdides (DE SOUZA et
al., 2006; VAN DER HEIJDEN et al., 2014),

A micoheterotrofia é descrita como a capacidade de uma planta obter carbono
via associagdo com fungos (MERCKX, 2013). As plantas micoheterotroficas foram
caracterizadas como plantas que ‘fraudam ou enganam’ o mutualismo micorrizico
(HYSON e BRUNS, 2010). Historicamente, assumiu-se que essas plantas obtinham
nutricdo diretamente da matéria orgénica do solo e estas foram descritas erroneamente
como “saprofitas” e, apesar deste termo ser considerado incorreto, ele ainda € muito
utilizado para descrever a relacdo entre plantas e fungos denominada atualmente de
micoheterotrofia (LEAKE, 2005).

As espécies micoheterotréficas sdo consideradas também como epiparasitas por
alguns autores, pois de forma indireta, elas obtém nutrientes fotoassimilados das plantas
autotroficas ou fotossintéticas, por intermédio dos fungos que também se relacionam com
estas, ou seja, essa relacdo foi descrita como tripartite e trapaceira, devido a incerteza
sobre retribuicdo ao fungo por parte da planta micoheterotréfica (BIDARTONDO, 2005).

Além das micoheterotrdficas totais, existem plantas que dependem de fungos
apenas na fase inicial do desenvolvimento, sendo denominadas micoheterotroficas
iniciais, e outras que conciliam a relacdo com fungos mais o processo fotossintético,
sendo classificadas como micoheterotroficas parciais ou mixotroficas (MERCKX et al.,
2010; JIA et al., 2017).

Estudos sugerem que o mecanismo de nutrigdo micoheterotrofico, surgiu
diversas vezes em grupos taxonémicos ndo relacionados. Acredita-se que a
micoheterotrofia evoluiu a partir de linhagens fotossintetizantes que conseguiram

sobreviver sem a fotossintese, resultando entdo na perda da clorofila, o que é uma



caracteristica marcante das plantas micoheterotroficas totais, as quais dependendem
completamente de fungos para metabolitos de carbono (BIDARTONDO, 2005;
MERCKX et al., 2010). A perda da capacidade fotossintética e dependéncia de fungos
tem sido explicados como fenbmenos que fornecem um escape a exclusdo competitiva
nas condi¢Oes habitacionais das plantas micoheterotréficas (BIDARTONDO et al., 2004).
As angiospermas constituem 0 grupo com 0 maior nimero de espécies
micoheterotroficas, distribuidas em familias como, Polygalaceae, Ericaceae,
Gentianaceae e Orchidaceae, na qual predomina-se o maior nimero de espécies (IMHOF,
1999; MERCKX e FREUDENSTEIN, 2010). Além destas, existem registros para
Triuridaceae, Thismiaceae, Corsiaceae e Burmaniaceae. Contudo, a micoheterotrofia ndo
é restrita a plantas com flores, sendo observada, também, em grupos basais como musgos,
hepaticas, moniléfitas e gimnospermas (WINTHER e FRIEDMAN, 2009; MERCKX e
FREUDENSTEIN, 2010; MERCKX et al., 2012; RENNY et al.,2017).

2. Thismiaceae — Caracterizacéao e Distribuicéo

Thismiaceae € uma familia composta por espécies distribuidas em cinco géneros,
sendo seus representantes caracterizados como espécies micoheterotdficas totais por
dependerem de fungos na obtencgé@o de nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia, e pelo
fato da relacdo com os fungos perdurar por todo seu ciclo de vida (GOMES et al., 2016).

As espécies da familia possuem caracteristicas morfolégicas marcantes como,
por exemplo, a aclorofilia; a forma distinta de suas flores; sementes minlsculas e as
variadas formas de sistema radicular, sendo que os 6rgdos subterraneos destas plantas
apresentam diferentes adaptacdes morfoanatémicas (IMHOF et al., 2013; APG V, 2018).
Na maioria das espécies da familia, os estames sdo encurvados e formam um cone
invertido no centro da flor, o ovario é infero, as células da testa das sementes geralmente
possuem formato espiralado e as células tegmicas sdo comprimidas (APG V, 2018).

As espécies de Thismiaceae estdo restritas aos trépicos sendo comuns nas
regides neotropicais e paleotropicais, distribuindo-se geograficamente pela América do
Norte e do Sul, Africa, Australia e Nova Zelandia, devido ao clima e ao habitat florestal
sombreado que compdem essas areas (LEAKE, 1994; SAINGE et al.,, 2017). A
distribuicdo destas espécies é influenciada pela distribuicdo dos fungos com os quais se
associam, por isso sugere-se que a raridade e a distribuicdo dispersiva de espécies
micoheterotroficas esteja associada a uma especificidade para com determinados

parceiros fungicos, os quais sao restritos a determinadas areas (MERCKX et al., 2017).



Essas redes bidticas totalmente funcionais sdo consideradas um fator importante para a
ocorréncia e sobrevivéncia de Thismiaceae (SOCHOR et al., 2018). Além disso,
mudancas na disponibilidade de recursos do solo também podem influenciar diretamente
a distribuicdo dessas espécies (SAINGE et al., 2017; SHELDRAKE et al., 2017).

Os cinco géneros que compbem a familia sdo: Afrothismia (Engl.) Schitr,
Haplothismia Airy Shaw, Oxygyne Schltr., Thismia Griff. e Tiputinia P.E. Berry & C. L.
Woodw.

Afrothismia € um pequeno género da familia e foi descrito pela primeira vez por
um boténico alem&o por volta de 1906. O género é considerado endémico da Africa
tropical, apresentando cerca de 15 espécies descritas para a regido de Camarfes. As
demais espécies foram registradas na Uganda, Nigéria, Kenya, Tanzania e Gabon (GBIF
2019). Nos ultimos anos devido o avanco de estudos sobre a distribuicdo destas, varias
espécies novas foram encontradas (SAINGE ET AL., 2017). As espécies Afrothismia
apresentam perigénio compartimentado sendo que os compartimentos superior e inferior
sdo separados por um anel, as anteras sao adnadas ao gineceu e 0s grupos subterraneaos
sdo bulbilhos, de modo que cada bulbo apresenta uma raiz terminal (CHEEK, 2003).

Haplothismia é um género monoespecifico conhecido de algumas cole¢des no
Ghats Ocidental (india). Este género foi considerado extinto até Outubro de 2000, quando
uma segunda coleta de Haplothismia exannulata foi realizada exatamente 48 anos apds
desaparecimento da espécie (MERCKX et al., 2006).

O género Oxygyne apresenta seis espécies conhecidas, trés ocorrendo no Japéo
e outras trés ocorrendo na Africa (SAINGE et al., 2013; CHEEK et al., 2018).
Haplothismia e Oxygyne apresentam estames basalmente largos (WOODWARD et al.,
2007). Oxygyne difere dos outros géneros da familia Thismiaceae devido a presenca de
trés estames. Sendo que as espécies dos demais géneros apresentam seis.

Thismia Griff. € 0 maior género da familia. Atualmente sdo conhecidas cerca de
72 espécies e sdo popularmente conhecidas como lanternas de fada. As espécies desse
género se distribuem pela América tropical, Asia temperada e tropical quente, Leste e
sudeste da Australia, Nova Zelandia, América do Sul e América do Norte (KUMAR et
al., 2017), sendo a Mata Atlantica na América do Sul e o Sudeste Asiatico os principais
centros de diversidade do género (JONKER,1948; HUNT et al., 2014; LIM et al., 2016;
SOCHOR et al., 2018). Acredita-se que a distribuicdo disjunta do género é devida a
antiguidade deste grupo de plantas, sendo datado de 90 -105 milhdes de anos atras, antes
do rompimento do Gondwana ocidental (MERCKX et al., 2008).



Tiputinia é representado por uma Unica espécie, Tiputinia foetida P.E.Berry e C.
L. Woodw., a qual foi encontrada no ano de 2005 durante um curso de campo na Estacdo
de Biodiversidade Tiputuni na Amazonia Equador. O género foi assim denominado
justamente devido ao local em que a espécie foi encontrada, e ja o epiteto especifico faz
jus a um forte odor de carne podre produzido pela flor, relacionado ao sistema de
polinizacdo desta (WOODWARD et al., 2007).

3. Thismiaceae no Brasil

De acordo com a lista de espécies da flora brasileira, os registros da familia
Thismiaceae para o Brasil se restringem ao género Thismia Griff., de modo que dez
espécies ja foram documentadas, as quais ocorrem nos dominios fitogeograficos da Mata
Atlantica e Amazonia, distribuindo-se geograficamente na regido norte (Acre, Amazonas
e Pard), sudeste (Espirito-Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e sul (Parand).

As espécies ja descritas sdo: Thismia janeirensis (WARM)., Thismia espirito-
santensis (BRADE)., Thismia macahensis (Miers) F.Muell., Thismia prataensis
Mancinelli,C.T. Blum Ee. C. Smidt., Thismia singeri (de la Sota) Maas e Maas., Thismia
fungiformis (Taub. ex Warm.) Maas & H.Maas., Thismia glaziovii Poulsen., Thismia
hyalina (Miers) F. Muel., Thismia caudata Maas & H.Maas, e Thismia luetzelburgii
Goebel e Suess (FORZZA ET AL., 2010).

No ano de 2015 foi relatada a ocorréncia de mais uma espécie para o Brasil, a
qual representa a descoberta mais recente da familia em terras brasileiras. A espécie foi
identificada como Thismia panamensis (Standl.) Jonker. Esse foi 0 primeiro registro da
familia para o Cerrado, e da espécie para o Brasil. A identificacdo foi feita no municipio
de Jatai — Goias, regido Centro-Oeste brasileira (GUILHERME et al., 2016).
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Figura.l: Distribuicdo de espécies Thismia nos estados brasileiros. Fonte das imagens:
http://plantillustrations.org/illustration.php?id_illustration=37411&SID=0&mobile=0&code_cate
gory_taxon=1&size=1;
https://www.delta-intkey.com/angio/images/triscy01.gif;

https://www.inaturalist.org/taxa/429676-Thismia-hyalina;
http://botanicaufpr.blogspot.com.br/2013/02/thismia-prataensis-uma-nova-especie no.html

4. Evolucdao, filogenia, sistematica e taxonomia para Thismiaceae

Devido a reducdo ou perda de caracteres morfoldgicos e a reducdo de genomas
plastidiais, as afinidades taxondmicas de muitos grupos de plantas micoheterotroficos
com flores, permanecem incompreendidas (MERCKX et al., 2008; MERCKX et al.,
2009). As espécies de Thismiaceae sdo conhecidas por poucas cole¢des, isso se deve ao
fato das populagdes serem de dificil localizagdo e efémeras, permanecendo no subsolo
durante a maior parte do ano e emergindo apenas durante a floracdo e frutificacdo que
ocorre no auge do periodo chuvoso. Além disso, para individuos micoheterotroficos o
material fossil é escasso, com isso existe uma dificuldade ainda maior para reconstruir a
historia evolutiva para estas espécies, ocasionando em lacunas acerca de aspectos
evolutivos, reprodutivos, ecoldgicos e filogeneticos (MERCKX et al., 2010; LAM et al.,
2016; SOCHOR et al., 2018).
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Prova de todas essas dificuldades relatadas é a inconstancia de dados
provenientes de estudos filogenéticos feitos, os quais trataram Thismiaceae
primeiramente como uma tibo de Burmaniaceae, posteriormente a partir de estudos
evolutivos e filogenéticos a tribo foi elevada a familia, considerando algumas distingdes
(APG, 1998). Anos mais tarde estudos moleculares propuseram, que ambas consistiam
em uma so familia, mas recentemente estudos envolvendo dados nucleares mostraram
que de fato esses grupos devem ser divididos, ou seja, deve-se considerar ambas as
familias, inclusive no (APG, 2018) a separacdo destes grupos foi explicada (JONKER,
1938; MERCKX et al., 2006, 2009; LAM et al., 2018).

Além dos dados moleculares, dados morfoldgicos também séo usados para
diferenciar Thismiaceae de Burmaniaceae. Dentre as caracteristicas destaca-se a
quantidade de estames, uma vez que, as espécies dessas familias apresentam seis e trés
respectivamente, com uma excecao para o género Oxygyne em Thismiaceae. Além disso,
a forma da disposicao floral também € distinta ja que em Burmaniaceae a flor apresenta-
se cilindrica e em Thismiaceae esta tem formato campanulado.

As descobertas frequentes de varias espécies para o grupo, o0 avango das técnicas
moleculares, e estudos morfoanatdmicos devem auxiliar nas definicbes taxonémicas
posteriores, de modo que estas incongruéncias sejam resolvidas (CHASE et al., 2016;
LAM et al., 2018).

5.Morfoanatomia de Thismia

As espécies de Thismia apresentam morfologia especifica e complexa
(HRONES, et al., 2015). Essas sdo plantas que apresentam flores muito pequenas, com
morfologias singulares. As raizes podem ser do tipo coroides, vermiformes ou tuberosas.
Estématos nunca foram relatados para essas espécies, quando apresentam folhas estas sao
reduzidas a escamas (localizadas logo abaixo da flor), e geralmente na flor ha um anel no
topo do perigonio, podendo apresentar apéndices filiformes no topo ou néo.

Espécies do género se caracterizam também por apresentarem ovario inferior,
ovulos numerosos, estilete curto, sementes semelhantes a poeira e flores actinomorfas ou
zigomorfas com cores fortes (KUMAR et al.,2017). Populagdes de Thismia podem
apresentar morfotipos externos distintos, como por exemplo, a cor, a forma dos apéndices
e o tamanho da flor e ainda assim compartilharem da mesma morfologia interna, o que
dificulta a delimitacdo de novas espécies (SOCHOR et al., 2018).



Os estudos sobre essas espécies se restringem a morfologia e a taxonomia, tanto
que alguns trabalhos trazem chaves para identificacdo, a descricéo, e a suposta filogenia
das mesmas (JONKER, 1938; HUNT et al., 2014 e NURALIEV et al., 2014).

Os caracteres diagnosticos que tém sido considerados para delimitacdo de
espécies sdo: morfologia das anteras, presenca de mitra e morfologia dos apéndices e
lobos do perianto (KUMAR et al., 2017).

Um dos trabalhos descritivos aborda com base em microscopia eletrénica de
varredura, o desenvolvimento floral de Thismia destacando a formacao e posicionamento
de estames e estigma, e detalhando a aparéncia floral e a presenca de tricomas glandulares
para a superficie externa da flor de Thismia aseroe Becc., bem como a auséncia de
nectarios para a mesma (CADDICK et al., 2000).

Thismia acuminata Hrones, Dané¢ak & Sochor, possui raizes coraliformes, flores
actinomorfas com um tubo urceolado com uma superficie exterior variando do
acinzentado ao acastanhado (SOCHOR et al., 2018). Thismia arachnites Ridl. possui um
perianto actinomorfico com 6 tépalas fundidas de coloracdo esbranquicada com listras
avermelhadas (CHANTANAORAPINT, 2018). Estas e outras descri¢cdes evidenciam a
enorme variacdo morfoldgica para espécies deste género.

Thismia panamensis, a espécie em foco no presente estudo, apresenta um
sistema subterraneo tuberoso, com raizes filiformes, um peddnculo floral simples e
delgado, tubo floral zigomérfico com uma coloracao que vai do branco ao parpura, flores
bissexuais, Unicas e pouco vistosas, as quais apresentam tépalas que terminam em
apéndices filiformes (HAMMEL et. al 2003). A flor apresenta seis estames, anteras
rimosas, gineceu gamocarpelar, ovario infero, tricarpelar, unilocular, placentacédo central
livre, pluriovulado, estilete Unico, estigma trifido, ereto, cilindrico e seu fruto é em forma
de capsula o qual se assemelha a uma taca tendo as sementes expostas (GUILHERME et
al., 2016).

A anatomia das espécies Thismiaceae ainda € pouco estudada, mas existem
alguns dados provenientes de estudos anatdmicos desenvolvidos, os quais revelam a
estrutura micromorfoldgica de algumas dessas espécies, como por exemplo, Thismia
americana e Thismia luetzelburgii (PFEIFFER, 1914; GOEBEL E SUSSENGUTH,
1924;). A anatomia foi utilizada principalmente afim de entender estruturalmente a
associacdo micorrizica dessas espécies (IMHOF e SAINGE, 2008; IMHOF, 2013;
CHEEK et al., 2018), além disso os estudos revelaram a disposi¢do do tecido vascular

dessas plantas, o qual apresenta-se reduzido, o tipo de tecido fundamental que é
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constituido por parénquima, seja ele fundamental ou de preenchimento e além disso, a
formagdo, o tipo de saco embrionario e a disposicdo do mesmo é descrita, bem como a
organizacéo de gineceu e androceu (RUDALL e MORLEY, 1992).

Com base na descricdo morfologica para T. panamensis, surgiu a curiosidade
sobre a anatomia da espécie, e sobre como descri¢fes anatbmicas poderiam auxiliar em
questdes ainda ndo esclarecidas nos estudos da mesma, como por exemplo, o tipo de
relacdo micorrizica estabelecida entre esta espécie e fungos, além disso a anatomia dos
apéndices filiformes acima do perigdnio e se estes teriam alguma associacdo com atragdo
de polinizadores, e a morfoanatomia vegetal e reprodutiva da espécie, a qual até entdo
ndo tinha sido descrita.

6.Conservacao da biodiversidade Thismiaceae

Devido efemeridade e a pouca visibilidade dessas espécies aclorofiladas e
micoheterotroficas, medidas conservacionistas sao dificultadas, porém sdo necessarias, ja
que a maioria das plantas micoheterotroficas crescem em habitats florestais ameacados
(MERCKX et al., 2009).

Um exemplo para a familia é a espécie T. nigricoronata Kumar, a qual sofre
pressdes intensas de desmatamento para a agricultura. Atualmente medidas
conservacionistas ndo sdo possiveis, por isso acées imediatas devem ser tomadas para o
estudo dessas espécies (KUMAR et al., 2017).

Para Thismiaceae, o estado de conservacdo e distribuicdo geografica ainda sdo
pouco conhecidos. Em geral, essas espécies sdo fortemente endémicas, 0 que as tornam
propensas a distarbios, como por exemplo, perda de populacao e extin¢do. Estas também
sd0 mais sensiveis a mudancas climaticas devido a sua fenologia que é restrita,
dependendo de um fator ambiental importante que é umidade (BOROKINI, 2014;
SAINGE et al., 2017).

Existem registros de espécies da familia que foram avaliadas de acordo com
critérios da IUCN 2012, e consideradas criticamente ameacadas e de outras que foram
perdidas em decorréncia de degradagdes. Portanto, algumas espécies dessa familia sdo
consideradas extintas (MERCKX et al., 2009; SAINGE et al., 2013; SAINGE et al., 2017;
CHEEK et al., 2018).

Para o género Oxygyne, duas de suas seis espécies conhecidas (O. triandra
Schitr e O.hyodoi C.Abe e Akasawa), estdo extintas e as outras quatro sdo consideradas

criticamente ameacadas (CHEEK et al., 2018). Considerando que para essas especies a
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Unica opc¢do viavel é a protecdo destas na natureza, haja visto que poucos individuos
aclorofilados foram cultivados ex situ com sucesso, s&o necessarios trabalhos voltados ao
estudo de conservacdo das mesmas para que nao se percam mais espécies (SUJANAPAL
etal., 2017; CHEEK et al., 2018).

Dancék et al., (2018), propuseram a utilizagdo dessas espécies como espécies
chaves afim de atingir um objetivo de conservacédo, ja que essas tém uma aparéncia
estranha e uma estratégia de vida peculiar e fortes ligacdes com as florestas primarias,
esta pode ser uma opgao na conservagdo das mesmas.

Portanto o presente trabalho traz também esse apelo a conservacao, destacando
a importancia de se estabelecer projetos conservacionistas para o Cerrado, sendo que

ainda ha muito o que ser descoberto e contando que muitas espécies ja foram perdidas.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:
O presente estudo teve como objetivo geral caracterizar a morfoanatomia e o

desenvolvimento das estruturas vegetativas e reprodutivas de Thismia panamensis.

Obijetivos especificos:

Caracterizar aspectos da fenologia de Thismia panamensis, descrevendo 0s
diferentes estadios de desenvolvimento da fenofase reprodutiva da espécie.

Apresentar a anatomia da associa¢do micorrizica obrigatéria de T. panamensis.

Descrever a morfoanatomia do tubérculo e dos verticilos florais de T.
panamensis

Determinar os processos de formacdo de esporos e gametas masculinos e
femininos  (microesporogénese,  microgametogénese, = megaesporogénese e

megagametogénese).



18

CAPITULO |

(Normas de acordo com a revista Brazilian Journal of Botany)

Aspectos fenoldgicos e morfoanatdémicos de Thismia panamensis (STANDL..)

JONKER

RESUMO

Thismia panamensis é uma espécie micoheterotrofica recentemente reportada no Cerrado.
Essa espécie apresenta complexa estrutura vegetativa e reprodutiva, sendo que a
identidade e funcionalidade desses 6rgaos ainda ndo sdo bem definidas. O presente estudo
caracterizou a fenologia e a morfoanatomia de 6rgdos vegetativos e reprodutivos de T.
panamensis. ObservacGes em campo de individuos previamente demarcados foram
realizadas durante o periodo reprodutivo da espécie. Amostras do sistema subterraneo e
de drgdos reprodutivos foram coletadas e submetidas a técnicas usuais de microscopia de
luz, microscopia eletrénica de varredura e microtomografia. Alteragdes na simetria e na
coloracdo do botdo floral foram observadas ao longo do periodo de pré-antese. Este
periodo durou cerca de 20 a 24 dias. A flor permaneceu aberta por 15 dias até a queda do
perianto e maturacao do fruto com a exposicdo das sementes. Os resultados anatdmicos
evidenciaram uma estrutura subterranea caracteristica de raiz, com hifas fangicas
distribuidas por toda a extensdo cortical, o que € caracteristico em plantas
micoheterotroficas. O peddnculo também apresentou um cortex parenquimatoso e a
vascularizagéo era reduzida. Na estrutura floral foram evidenciados tricomas tectores na

regido interna das tépalas, o gineceu apresentou um estilete curto e uma regido estigmatica
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repleta de papilas, o androceu apresentou seis estames tetraesporangiados. O apéndice
floral, com base em analises microscopicas, ndo apresentou estruturas secretoras,

negando o que fora sugerido anteriormente para espécies Thismia.

Palavras chave: Anatomia floral, Biologia Floral, Fenologia, Lanterna de fada,

Micoheterotrofia

ABSTRACT

Thismia panamensis is a mycoheterotrophic species recently reported in the Cerrado. This
species presents a complex vegetative and reproductive structure, and the identity and
functionality of these organs are still not well defined. The present study characterized
phenology and morphoanatomy of vegetative and reproductive organs of T. panamensis.
Field observations of previously demarcated individuals were performed during the
reproductive period of the species. Samples of the underground system and reproductive
organs were collected and submitted to the usual techniques of light microscopy, scanning
electron microscopy and microtomography. Changes in symmetry and floral bud color
were observed throughout the pre-anthesis period. This period lasted about 20 to 24 days.
The flower remained open for 15 days until the fall of the perianth and maturation of the
fruit with the exposure of the seeds. The anatomical results evidenced a subterranean
structure characteristic of root, with fungal hyphae distributed throughout the cortical
extension, which is characteristic in mycoheterotrophic plants. The peduncle also
presented a parenchymal cortex and the vascularization was reduced. In the floral
structure, tectric trichomes were evident in the internal region of the tepalas, the gyneeum
showed a short stylet and a stigmatic region full of papillae, the androecium presented six
tetraesporanged stamens. The floral appendix, based on microscopic analysis, did not
present secretory structures, denying what had previously been suggested for Thismia

species.

KEY-WORDS: Floral anatomy, Floral biology, Phenology, Fairy Ilantern,
Mycoheterotrophy
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1.1 INTRODUCAO

O grande numero de novas espécies reportadas nos Ultimos anos tem chamado a
atencdo de botanicos em todo mundo para o género Thismia Griff (Thismiaceae), até
entdo, pouco conhecido. Esse género compreende cerca de 80 espécies, popularmente
denominadas como lanternas de fada (SOCHOR et al. 2018). Essas espécies estdo
distribuidas principalmente no sudeste da Asia, Australia e América do Sul e Central e
apresentam estruturas vegetativas e reprodutivas reduzidas, e aclorofiladas (DANCAK,
2013; HRONES, 2016; COOPER, 2017; KUMAR et al., 2017; SOCHOR et al., 2017;
SUJANAPAL et al., 2017; SUETSUGU et al.,, 2017; TSUKAYA et al., 2017
CHANTANAORRAPINT e SUDDEE 2018; SUETSUGU et al., 2018; SOCHOR et al.,
2018). Além disso, sdo denominadas micoheterotroficas por dependerem de relacdes com
fungos micorrizicos para obtencdo de carbono e outros nutrientes essenciais a sua
sobrevivéncia (SHING MAR e SAUNDERS, 2015; KUMAR et al., 2017).

As espécies de Thismia se desenvolvem entre a serrapilheira de florestas imidas,
permanecendo em estadio vegetativo sob o solo durante a maior parte do ano. Apos o
periodo de chuvas os 6rgdos reprodutivos emergem e, entdo, tem-se o pedunculo
sustentando a estrutura reprodutiva. Este pedunculo pode ou ndo apresentar folhas.
Quando presentes, as folhas sdo bastante reduzidas e se assemelham a escamas (SHING
MAR e SAUNDERS, 2015; TSUKAYA, 2018).

As flores de Thismia sdo exemplos de complexidade e diversidade entre as
angiospermas, exibindo caracteristicas peculiares em sua morfologia floral (CADDICK
et al., 2000). Na maioria das espécies do género, as tépalas sdo congenitamente fundidas
formando um tubo de perianto com l6bulos apicalmente livres. Esses I6bulos sdo
elaborados e, na maioria das espécies formam uma mitra ou clpula adornado com
apéndices alongados que sao livres ou unidos. Embora o significado funcional destas
tépalas morfologicamente complexas ainda ndo seja compreendido, acredita-se que elas
desempenham um papel de atracdo de polinizadores (CADDICK et al., 2000).

A utilizacdo de analises microscopicas de 6rgdos vegetativos e/ou reprodutivos
tem contribuido significativamente para elucidacdo da funcionalidade dos mesmos, bem
como, para 0 conhecimento dos aspectos ecologicos, fisioldgicos e filogenéticos das
especies (METCALFE e CHALK, 1979; BENZING, 2000; DICKISON, 2000). Contudo,
poucos estudos tém abordado a anatomia de espécies micoheterotroficas (IMHOF, 1997,
IMHOF, 1999). Estudos estruturais pioneiros tratam sobre alguns aspectos de Thismia,

como o estudo de Pfeiffer, (1914) e o de Goebel e Sussenguth, (1924), os quais
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descreveram acerca de estrutura floral e desenvolvimento de 6vulos e gréos de polen.
Outros estudos realizados com espécies filogeneticamente relacionadas evidenciaram a
interacdo micorrizica a qual essas espécies estdo expostas (IMHOF e SAINGE, 2008;
IMHOF, 2013; CHEEK et al., 2018). Contudo, para Thismia, o conhecimento acerca de
sua morfologia interna ainda é incipiente.

Doze espécies de Thismia foram identificadas na América do Sul em biomas
caracterizados por grande variacdo climatica e alto indice pluviométrico (MAAS et al.,
1986; MAAS e MAAS 2010). Contudo, recentemente, a ocorréncia de Thismia
panamensis foi descrita em fragmento florestal localizado no Cerrado Brasileiro. Esse foi
0 primeiro registro do género Thismia em biomas savanicos e abriu novas perspectivas
para estudos da biodiversidade e biogeografia de plantas do Cerrado, uma vez que, a
ocorréncia de espécies micoheterotroficas € incomum nesse Bioma.

Diante da complexidade morfoldgica observada em espécies Thismia, a falta de
informacdes a respeito do desenvolvimento e identidade de estruturas dessas espécies,
bem como, o registro inédito da ocorréncia de T. panamensis no Cerrado brasileiro,
estudos estruturais e morfofuncionais tornam-se relevantes e necessarios para a melhor
compreensdo e entendimento acerca da biologia dessas espécies e, consequentemente, da
biodiversidade para o Cerrado brasileiro. Assim, o presente estudo tem como objetivo
geral caracterizar a morfoanatomia e o desenvolvimento das estruturas vegetativas e

reprodutivas de T. panamensis.

1.2 MATERIAIS E METODOS

O acompanhamento fenologico de T. panamensis foi realizado na Mata do
Acude (17°51'40.19"S; 51°43'48.12" O), fragmento florestal localizado no municipio de
Jatai, GO, Brasil. Onze areas (60 x 60 cm) foram demarcadas em diferentes localidades
da mata. As areas foram acompanhadas por trés meses ininterruptos, com trés visitas
semanais. Ao total, 58 botdes florais foram identificados e monitorados, permitindo
acompanhar as mudancas morfoldgicas ocorridas ao longo do periodo reprodutivo.

Amostras florais foram submetidas ao teste com vermelho neutro 0,1% (KIRK,
1970).

Para caracterizacdo estrutural, botbes florais, flores e frutos em diferentes
estadios de desenvolvimento foram coletados e fixados em solucdo composta por
formaldeido, é&cido acético e alcool etilico 50% (FAA) por, pelo menos, 48 h.

Posteriormente, as amostras fixadas foram desidratadas em série etilica crescente (Sass,
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1951) e incluidas em resina acrilica (Historesin, Leica), de acordo com metodologia
sugerida pelo fabricante. Apo6s a confec¢do dos blocos o material foi seccionado nos
planos transversal e longitudinal (5um de espessura) em micrétomo rotativo
semiautomatico (Leica RM 2235) com utilizacdo de navalhas de aco descartaveis de
baixo perfil. Os cortes obtidos foram corados com azul de toluidina pH 4,0 (O’Brien e
McCully 1981) e as laminas montadas em Permount®.

Algumas sec¢des foram submetidas a testes histoquimicos. Para deteccdo de
lignina foi realizado o teste com floroglucinol (JOHANSEN, 1940), além deste o teste
com lugol foi feito para investigacdo de presenca de amido no sistema subterraneo
(JOHANSEN, 1940). Para deteccdo de proteinas totais o teste com Xilidine Ponceau
também foi realizado (O’ BRIEN E MCCULLY, 1981).

As laminas foram observadas em microscopio Optico Olympus CX 41 e as
imagens foram registradas pela camera SC30 Olympus acoplada ao sistema optico no
Laboratorio de Anatomia Vegetal (LAV) da Universidade Federal de Goias. O software
de captura de imagens utilizado foi o AnalySys 1.5.

Para carcaterizagdo micromorfoldgica, as amostras fixadas foram desidratadas
em série de concentracdo crescente de acetona, secas ao ponto critico (CPD 030, Bal-Tec,
Balzers, Alemanha), dissecadas sob lupa binocular, montadas em suporte metalico com
fita dupla-face e metalizadas com ouro coloidal (SCD 050, Bal-Tec, Balzers, Alemanha).
As andlises foram realizadas em microscopio eletronico de varredura (LEO 435-VP,
Cambridge, Inglaterra) com camera digital. Parte das amostras de botéo floral, flores e
frutos secos ao ponto critico foram examinados em microtomografo (Skyscan 1275,

Bruker), no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, SP, Brasil.

1.3 RESULTADOS
Fenologia

Thimia panamensis foi encontrada na serapilheira do fragmento florestal sendo
observada em periodo reprodutivo somente na epoca de chuvas da regido que, ocorre no
trimestre de Janeiro a Marco.

As flores de T. panamensis sdo, solitérias, zigomorfas, de coloragdo purpura, e
apresentam seis tépalas, sendo que trés destas terminam em lacinios filiformes. O periodo
de pre-antese durou cerca de 20 a 24 dias (Fig. 1) e durante este, diferentes estadios de
desenvolvimento foram definidos com base em algumas diferencas morfoldgicas

marcantes que foram observadas, e descritas. Estadio I- Botdes florais actinomorfos -
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Botbes florais apresentavam simetria radial e coloragdo esbranquigada; Estadio II-
Aquisicdo de zigomorfia — Aumento de volume lateral do perianto adquirindo simetria
bilateral e coloracdo purpura; Estadio Ill- Formacdo da estrutura campanulada do
perianto e exposicao dos apéndices filiformes (Figura 1). O periodo de duracdo de cada
um dos estadios foi variado. O periodo para que o botdo apds emergéncia adquirisse
coloracdo puarpura foi em torno de cinco dias. Para aquisi¢do de zigomorfia levou um
periodo de quatro a cinco dias e para que os apéndices fossem expostos e a flor entrasse
em antese foram necessarios mais seis dias, aproximadamente. Os estadios descritos ndo
apresentaram correlacdo aparente com o tamanho dos pedunculos florais que apresentou
grande variacdo em todos os estadios descritos (dados ndo mostrados).

Thismia panamensis

Figura 1: Desenvolvimento reprodutivo de T. panamensis. (I) - Botdo floral actinomorfo

(I1) - Aquisigéo de zigomorfia, (111) - Antese Barra: 0,5 mm

Apds a antese, as flores permaneceram abertas por cerca de quinze dias, havendo
posteriormente a queda do perigbnio. Posteriormente, ocorreu 0 processo de maturacao
do fruto, com a exposicdo das sementes. A forma do fruto maduro se assemelhava a uma

taca (Figura 1) contendo numerosas sementes.
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Caracterizacdo morfoanatdémica dos 6rgdos subterraneos de T. panamensis

O sistema subterréaneo de T. panamensis consistiu de duas por¢des. Uma por¢éo
tuberosa proeminente e inumeras raizes laterais filiformes de comprimento variado,
constituindo a maior parte do sistema subterraneo (Figura 2 A). A porcéo tuberosa era
revestida por uma epiderme uniestratificada, cuja as células apresentaram paredes
delgadas (Figura 2 B). O cortex era composto de 18 a 20 camadas de células
parenquimaticas volumosas e vacuolizadas. Hifas fungicas foram observadas no interior
da maioria das celulas corticais (Figura 2 B). Contudo, as hifas apresentaram um padréo
diferenciado de distribuicdo. Nas camadas subepidérmicas da porc¢éo tuberosa do sistema
subterraneo de T. panamensis a colonizacgéo de fungos micorrizicos foi menor (Figura 2
C). Na regido mediana, hifas intactas e individualizadas foram nitidamente observadas
(Figura 2 C, D). Naregido interna do cortex, estruturas fungicas enoveladas, denominadas
aqui, de pelotons foram observadas ocupando grande parte do volume celular (Figura 2
C, E). Essas estruturas apresentaram aspecto uniforme ndo sendo possivel distinguir as
hifas. Em algumas regides do cértex, os pelotons adjacentes se mostraram conectados por
uma rede de hifas fungicas (Figura 2 E). Além disso, estruturas vesiculares também foram
observadas no interior das células nessa regido do tubérculo (Figura 2 F).

Por meio de teste histoquimico com lugol foi possivel observar que algumas das
células corticais apresentaram-se repletas de amido. Interessantemente, pelotons foram
observados, predominantemente, nas células que apresentavam amido (Figura 2G).
Testes com floroglucinol e Xilidine Ponceau também foram realizados. Contudo,
nenhuma estrutura apresentou reacdo positiva indicando auséncia de lignina, a excecao
do xilema, e proteinas, respectivamente, no sistema subterraneo de T. panamensis. A
vascularizacdo foi evidente na regido central da por¢do tuberosa do sistema radicular,
sendo observado a diferenciacéo precoce de polos de protoxilema exarco, confirmando a

natureza radicular da estrutura (Figura 2H).
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Figura 2. Morfoanatomia do sistema subterraneo de Thismia panamensis. A Morfologia
evidenciando a regido tuberosa e raizes filiformes. B Seccéo transversal evidenciando a
estrutura anatomicamente. C Seccdo demonstrando padrbes de distribuicdo de hifas I.
Regido subepidérmica com pouca colonizagdo micorrizica Il. Regido mediana
apresentando hifas fangicas intactas I11. Regido interna do cortex com estruturas fangicas
enoveladas também denominadas pélotons (p). D- F Estruturas fangicas apresentadas.
Hifas intactas em destaque (D) Pelotons de hifas (E) e vesiculas (F). G Graos de amido
evidentes em células que apresentam hifas degradadas. H Vascularizagdo demonstrando
diferenciacdo xilematica, xilema (x). Barras= A 1 cm; B, G, H 200 um; C,D, E, F 50 pm.

Caracterizacdo morfoanatémica dos 6rgaos reprodutivos de T. panamensis

Tubo floral — O tubo floral de T. panamensis exibiu 6 tépalas sendo 3 menores,
com formato triangular e trés maiores apresentando apéndices longos e filiformes (Figura
3 A). Em vista frontal, na face gibosa da flor, observou-se a presenca de fenda (Figura 3
B). Em seccdo longitudinal, tricomas foram observados na face dorsal do tubo floral
(Figura 3 C-D). Os tricomas eram do tipo tector e unisseriados (Figura 3 E). As tépalas
apresentaram epiderme abaxial e adaxial uniestratificada. O mesofilo é constituido por 3
- 4 camadas de parénquima homogéneo, composto por células irregulares, sem espacos
intercelulares. A vascularizacdo é reduzida apresentando feixes de pequeno calibre ao

longo de todo mesofilo (Figura 3 E).
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Os apéndices filiformes ndo apresentaram nenhuma estrutura micromorfoldgica
diferenciada (Figura 3F-K). Eram compostos por células epidérmicas, retangulares e ndo
sendo notada nenhuma estrutura glandular (Figura 3H. I). Mas, por meio do teste
histoquimico (vermelho neutro), foi possivel notar a coloracdo avermelhada de toda
estrutura floral (Figura 3G). Histologicamente, possuiam epiderme uniestratificada, com
uma cuticula espessa, 6 - 7 camadas de tecido parenquimatoso e uma vascularizagdo
central constituida basicamente por vasos xilematicos agrupados (Figura 3J, K). Imagens
de microscopia de luz evidenciaram células epidérmicas com um conteudo denso,

demonstrando uma possivel reserva nessas células (Figura 3K).

Figura 3. Morfoanatomia das tépalas de Thismia panamensis. A Tépalas menores com
formato triangular (pontas de seta) e tépalas maiores com apéndices longos e filiformes
(*). B Fenda no tubo floral. C-E Tricomas tectores (t) dispostos no interior da flor.
Mesofilo (m). F Visdo geral da morfologia do apéndice. G Coloracdo positiva com
vermelho neutro 0,1 %. H-1 Micromorfologia. Visdo geral (H), Detalhe das células
epidérmicas do apéndice (). J-K Microscopia de luz. Secgéo longitudinal (J) e seccdo
transversal (K). Barras = D 500 um; E 250 um; F, G, J, K 100 pum; H 50 pm; 1 20 pm.
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Estigma — Secgdes longitudinais do botédo floral evidenciaram que o estigma se
encontra em nivel acima das anteras (Figura 4 A). O estigma era curto, globoso, trilobado
e ocupava posic¢éo central no botdo floral (Figura 4 A, B). Os lobos eram constituidos por
papilas unisseriadas e multicelulares (Figura 4 C, D), células parenquimaticas volumosas

e tecido vascular reduzido (Figura 4 D).

Androceu - O androceu era composto por seis estames (Figura 4E). A analise
anatdmica revelou que anteras jovens em botGes florais mostraram-se tetraesporangiadas
e apresentaram duas tecas (Figura 4F, G). A epiderme das anteras era unisseriada e o0
mesofilo composto por células parenquimaticas. Aparentemente eram trés estratos
parietais caracterizando uma antera do tipo reduzido a qual é constituida pela epiderme,
endotécio e tapete (Figura 4G). Os grdos de polen eram nUmerosos e apresentaram um
poro sendo classificados como monoporados. Além disso, estes apresentaram exina com

uma ornamentacao do tipo estriada (Figura 4F).

Gineceu - O gineceu era tricapelar a apresentava inumeros évulos anatropos
(Figura 4H - J). O ovario é do tipo infero, ovoide composto por 5 - 6 camadas de células
(Figura 4H, J). Tanto as células da epiderme quanto do mesofilo apresentaram paredes
finas, ndo sendo observado espessamento diferencial ao longo do desenvolvimento dos

frutos.
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K-M

Figura 4. Morfoanatomia da estrutura do botdo floral de Thismia panamensis. A-D
Estrutura geral evidenciando na parte superior a regido estigmatica, transversalmente (B),
em microscopia eletrdnica de varredura (C), e em microscopia de luz demonstrando as
papilas estigmaticas (pontas de seta) e vascularizacdo xilema (x) (D). E-G Na regido
mediana o androceu foi demonstrado, em seccdo transversal, com seis estames
tetraesporangiados ao redor da regido estigmatica. Estigma (et), androceu (a) (E).
Inimeros grdos de polen (F). Graos de pdlen em desenvolvimento (G). H-J Regido
inferior do botdo floral, demonstrando ovario e 6vulos em desenvolvimento K-M
Pedunculo floral. Visao transversal. Epiderme (ep). Cortex (co). cilindro vascular (cv)
(K-L). Sistema vascular com vasos xilematicos centralizados (x) e células de floema em
torno (f). (M). Barras = A 1 mm; B, E, H, K, L 500 um; C 200 um; D, G, I, M 100 um;
F,J 50 um.

Pedunculo Floral - Thismia panamensis apresentou peddnculo floral ereto,
simples, ndo ramificado esbranquicado e delgado com aproximadamente 3 centimetros
de altura. Em seccéo transversal, o pedunculo floral apresentou formato cilindrico com
duas reentrancias laterais (Figura 4K, L). A epiderme era uniestratificada, composta por
células pequenas, isodiamétricas e apresentavam nucleo evidente. A cuticula era espessa
(Figura 4L). A regido cortical apresentava de 9 a 10 camadas de tecido parenquimatico.
As células parenguimaticas eram volumosas e apresentaram formatos variados. Pequenos

espacos intercelulares também podem ser observados. N&o exibiu nenhum tipo de
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contetdo intracelular, sendo o tecido caracterizado como um parénquima de
preenchimento (Figura 4K, L). O sistema vascular era unico e central, sendo composto

por xilema na regido interna e quatro polos de floema em torno do xilema (Figura 4M).

1.4 DISCUSSAO

Embora avangos tenham sido obtidos quanto a compreensdo da distribuicéo e
posicionamento taxondmico e filogenético de espécies de Thismia, pouco se conhece
acerca da identidade estrutural e funcional dessas espécies. Para T. panamensis aspectos
fenolégicos e morfoanatdmicos ainda ndo tinham sido detalhados da forma como foi neste
estudo. Os estudos anteriores se restringiram ao tratamento taxonémico (JONKER, 1938;
MAAS, 1986), sendo realizadas algumas suposicdes sobre a forma de dispersdo da
espécie alegando que os frutos fossem dispersos por passaros e as sementes por insetos
(CROAT, 1978). O presente trabalho utilizou recursos que permitiram a andlise
minuciosa de cada 6rgao, descrevendo os tecidos constituintes e os detalhes de cada parte
da planta em diferentes fases do desenvolvimento. Além disso as observacdes feitas em
campo das alteracdes ocorridas a medida que a espécie foi crescendo foi importante, pois
permitiu o registro dessas mudancas que ainda ndo tinham sido detalhadas anteriormente.

Espécies da familia Thismiaceae tém o seu periodo reprodutivo associado de
forma direta a épocas chuvosas (SUJANAPAL et al., 2017; THOROGOOD, 2019), ou
seja, o florescimento e frutificacdo sé ocorrem no periodo de chuvas intensas nos locais
onde ocorrem esses taxons. Isso é algo comum em espécies micoheterotroficas e
aclorofiladas (NAGY et al., 2018) e pode estar diretamente associado ao seu modo
dispersivo, sendo que estudos afirmam que espécies Thismia sdo ombrohidrocdricas, ou
seja, tém as sementes dispersas via gotas de chuvas (MAR E SAUNDERS, 2015).
Portanto, o controle do processo de floracdo e frutificacdo destas espécies esta associado
a questdes ambientais, nesse caso a precipitacdo. Os fatores que de fato determinam esse
processo e essa resposta ao meio, ainda nao sao compreendidos e mais estudos devem ser
feitos afim de entender essa relacéo.

A descrigdo da parte subterrnea para o género Thismia de regides neotropicais
foi feita, e essa foi denominada como um tuberculo globoso e ovéide o qual apresenta
raizes exogenas. Maas (1986), também afirmou que para algumas espécies Thismia €
possivel observar raizes cilindricas, no entanto os érgdos subterraneos para espécies do
género podem ser dos mais variados possiveis, ja que foram descritas raizes coraldides,
rizomas curtos e também bulbos (IMHOF, 2013).
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Imhof, (2013) denominou a por¢do tuberosa de T. panamensis como tubérculo,
porém ndo mostrou em seu estudo a estrutura anatdbmica do sistema subterraneo da
espeécie. Tubérculos podem apresentar origem caulinar ou radicular (APEZZATO, 2015),
e a partir dos dados anatdmicos aqui obtidos, foi possivel evidenciar que trata-se de uma
estrutura radicular, devido a disposicéo dos tecidos vasculares que ocupavam a por¢ao
central do 6rgdo, caracteristico de raiz. Portanto assumimos que trata - se de um tubérculo
radicular.

Na regido do cortex interno, onde se formam os pélotons de hifas, foi possivel
notar a presenca de grdos de amido, jA nas células epidérmicas estes ndo foram
observados. O amido é tido como o principal carboidrato de armazenamento de plantas
heterotroficas, nas orquideas por exemplo, ha o registro de grandes quantidades de amido
no sistema subterraneo (LEAKE, 1994). Estudos abordam que o amido pode ser usado
como fonte de energia para simbiose de micorrizas arbusculares (GUTJAHR et al., 2011).

Portanto, a hipétese aqui apresentada € que a presenca de amido na regido
cortical do sistema subterraneo em T. panamensis, pode estar associada a absor¢do de
carboidratos pelo fungo micorrizico. Em um estudo sobre uma orquidea
micoheterotrofica, notaram que nas células do parénquima cortical onde a colonizagdo
flngica era numerosa, 0s grdos de amido eram esparsos (DOMINGUEZ e SERSIC,
2004). Para Thismia panamensis aparentemente em células que ndo ha a colonizacgéo
fangica hd uma maior quantidade de amido, ja nas células colonizadas nota-se uma
reducdo na quantidade destes grdos, portanto pode sim haver uma correlacdo entre a
quantidade de amido e a colonizagdo fungica.

Para orquideas micoheterotréficas, por meio de estudos moleculares, foi
comprovado que existe de fato uma simbiose na relacdo micorrizica, ao contrario do que
se pensava anteriormente, sendo que tanto o fungo quanto a planta se beneficiam na
relacdo (YEH et al., 2019).

Esses novos estudos sobre a relagdo micorrizica dessas especies
micoheterotroficas totais trazem novas abordagens, discordando entdo das hipoteses
anteriores de que essas plantas ndo forneciam nenhum tipo de nutriente a seus parceiros.
No entanto, outros estudos sdo necessarios a fim de esclarecer se de fato o amido
encontrado no sistema subterrdneo de micoheterotroficas é absorvido pelas hifas,
funcionando como uma espécie de recompensa ao fungo pelos beneficios tragos por meio

destes para essas plantas.
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Quanto a interacdo micorrizica, Leake, (1994) defendeu que a interacdo
caracteristica do género Thismia era do tipo micorriza vesicular arbuscular. Imhof et al.,
(2013) traz que estruturalmente as micorrizas de Thismia spp. tém caracteristicas tipicas
de micorrizas arbusculares do tipo Paris, e 0s resultados obtidos através deste estudo com
T. panamensis, corroboram com estes dados, pois demonstraram uma relagdo micorrizica
em que as hifas fangicas enovelam-se no interior das células. Essas hifas enoveladas
encontradas assemelham-se muito a pelotons encontrados no interior das células de
protocormios de orquideas, por isso essas estruturas foram aqui denominadas, pelotons.
Além disso, foi possivel notar estruturas arredondadas no interior de algumas células na
regido parenquimatosa do tubérculo, as quais foram denominadas vesiculas.

A abundancia de micélio de fungo na regido subterranea é algo que as espécies
micoheterotroficas ttm em comum, j& que as mesmas dependem destes para
sobreviverem (GOEBEL, 1924; IMHOF, 2009; SISTI, 2018). As hifas de fungos podem
apresentarem-se degradadas e ndo degradadas. A colonizacdo fungica de Thismia spp.
tem sido investigada em grande detalhe e distintas morfologias fingicas sao observadas
em compartimentos diferentes de tecido (IMHOF et al., 2013). No caso da espécie em
questdo, por exemplo, nas regibes periféricas do tubérculo foram notadas hifas intactas,
ja nas regies mais centrais foi possivel observar pelotons de hifas degradadas.

Quanto a forma como ocorre a transferéncia de nutrientes do solo para a planta
ainda ndo existe nada comprovado sobre, mas acredita-se que os nutrientes acumulados
nas hifas podem ser liberados na célula hospedeira apos lise (Peterson et al., 2004).

Alguns trabalhos utilizaram técnicas moleculares para identificar quais fungos
interagem com espécies do género Thismia, inclusive uma alta especificidade para com
estes parceiros fungicos tem sido identificada como resultado destes estudos (IMHOF et
al., 2013; GOMES et al., 2016).

A vascularizacdo descrita para outras espécies do género, como Thismia
clandestina F. Muell. e Thismia versteegi J.J.Sm. (PFEIFER, 1914), € reduzida, de modo
gue poucos elementos de vaso (xilema) sdo observados nos cortes. Essa caracteristica foi
evidente nas seccgdes feitas de toda a planta, ou seja, nos 6rgdos vegetativos e reprodutivos
de T. panamensis, e isso é reflexo das condic¢Oes habitacionais da mesma, ja que a planta
é encontrada em ambientes Umidos.

Em Thismia americana, uma das poucas espécies estudadas anatomicamente,
foi encontrada uma massa de células com paredes espessas além das células xilematicas

na haste ou pedunculo floral, estas foram descritas como células de conducéo similar as



32

células do floema (PFEIFFER, 1914). Nessa espécie e em outras espécies Thismia,
quando se compara o Xilema em relacdo ao floema, este Gltimo é consideravelmente
reduzido.

Quanto a anatomia floral, semelhancas anatdmicas foram observadas em relacéo
as descricOes feitas para outras espécies do género. Em T. americana, Maas, (1986)
descreveu a regido do gineceu abordando que o estilete dessas espécies € curto e que a
regido estigmatica na parte superior é repleta de pelos pluricelulares longos. Para Thismia
luetzelburgii essas longas papilas estigmaticas também foram descritas (GOEBEL e
SUSSENGUTH, 1924). Nas descri¢des anatdmicas de T. panamensis feitas no presente
estudo isso também foi evidente. Um diferencial encontrado para T. panamensis foi a
descricdo de tricomas na parte interna do perianto o que ndo foi descrito para outras
espécies estudadas do género Thismia. Estes tricomas podem estar associados de forma
direta ao sistema de polinizacdo, servindo para captura de polinizadores a fim de dificultar
a saida destes do tubo floral e consequentemente efetivar o processo de polinizagao.

A captura de insetos a fim de garantir a polinizacdo € um dos mecanismos mais
elaborados da interacdo inseto-planta e ja foi registrado em outras espécies
(OELSCHLAGEL et al., 2009). A fim de confirmar se estes tricomas estdo envolvidos
com captura, sdo necessarios mais estudos que visem a observacdo deste processo. Os
apéndices filiformes, como sdo descritos atualmente (GUILHERME et al.,2016), também
sdo denominados como tépalas internas por alguns autores (MAAS et al., 1986; SHING
MAR e SAUNDERS, 2015). O presente trabalho tratou a estrutura como lacinio, sendo
este um segmento estreito ou filiforme da tépala. Fora sugerido que essas estruturas
descritas para o género poderiam ter influéncia na atracdo de polinizadores, devido a
presenca de alguma estrutura glandular, como por exemplo, osmoforos (VOGEL, 1962).

Para algumas espécies Thismia, houve o registo da presenca de estruturas
glandulares, como por exemplo nectarios na base do perianto (MAAS et al., 1986). Para
T. panamensis a partir dos dados anatdmicos obtidos notou-se nos lacinios, celulas
epidérmicas com um conteudo celular denso, além disso, o teste com vermelho neutro foi
positivo, destacando a possivel presenca de células com atividade secretora. Porém esses
dados néo séo suficientes para afirmar que de fato existem estruturas secretoras em flores
de T. panamensis. Estudos ainda séo necessarios para evidenciar se estes lacinios estéo,
de fato, envolvidos com a atracdo de polinizadores, como sugerido na literatura.

A partir de dados anatémicos foi possivel elucidar a identidade e inferir quanto

a funcionalidade dos o¢rgdos vegetativos e reprodutivos de Thismia panamensis.
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Acreditamos que os resultados aqui obtidos contribuirdo para a melhor compreensao da
biologia floral de Thismia panamensis.
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CAPITULO II

(Normas de acordo com a revista Flora — Journal - Elsevier)

Aspectos embrioldgicos da espécie Thismia panamensis (STANDL.) Jonker,

uma lanterna de fada descrita para o Cerrado brasileiro

RESUMO

Tratamentos taxonémicos e filogenéticos tem sido aplicados a espécies de Thismia a fim
de estabelecer as possiveis relacdes inter- e intrataxa. Porém, pouco se conhece acerca da
biologia reprodutiva e embriologia dessas espécies. O presente estudo objetivou
caracterizar os processos embriol6gicos como a micro e megaesporogénese e micro e
megagametogénese e o desenvolvimento embrionario de Thismia panamensis. Botdes
florais em diferentes estadios de desenvolvimento, flores e frutos foram coletados e
submetidos as técnicas usuais de microscopia. As diferentes fases do desenvolvimento
esporofitico e gametofitico foram registradas, tanto para o androceu, quanto para gineceu,
de modo que algumas etapas das divisdes celulares foram relatadas resultando na
formacdo dos esporos e gametas. O processo de desenvolvimento embrionario foi
evidenciado de modo que foi possivel acompanhar o embrido desde estagios iniciais com
a degradacdo de células parietais do saco embrionario até a formacdo da semente
propriamente dita com a lignificacdo dos tegumentos. O embrido de T. panamensis
apresentou-se indiferenciado com pouquissimas células e o endosperma apresentou
células aparentemente cheias de contetdo. Acreditamos que os resultados aqui obtidos

contribuiréo para um melhor entendimento sobre a Biologia reprodutiva em Thismiaceae.
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Palavras chave: Embriogénese, Megaesporogénese, Megagametogénese,

Microesporogénese, Microgametogénese

ABSTRACT

Taxonomic and phylogenetic treatments have been applied to species of Thismia in order
to establish possible inter- and intrataxa relations. However, little is known about the
reproductive biology and embryology of these species. The present study aimed to
characterize the embryological processes such as micro and megaesporogenesis and
micro and megagametogenesis and the embryonic development of Thismia panamensis.
Floral buds at different stages of development, flowers and fruits were collected and
submitted to the usual techniques of microscopy. The different phases of sporophytic and
gametophytic development were recorded for both the androceutical and gyneum so that
some stages of the cell divisions were reported resulting in the formation of spores and
gametes. The process of embryonic development was evidenced so that it was possible to
follow the embryo from the initial stages with the degradation of parietal cells of the
embryo sac until the formation of the seed itself with the lignification of the integuments.
The T. panamensis embryo was undifferentiated with very few cells and the endosperm
presented cells apparently full of contents. We believe that the results obtained here will

contribute to a better understanding of reproductive biology in Thismiaceae.

KEY- WORDS: Embryogenesis, Megaesporogenesis, Megagametogenesis,

Microsporogenesis, Microgametogenesis.

2.1 INTRODUCAO

Thismiaceae compreende cerca de 70 espécies distribuidas em cinco géneros,
sendo eles; Afrothismia (Engl.) Schltr, Haplothismia Airy Shaw, Oxygyne Schitr.,
Tiputinia e Thismia Griff. P.E. Berry & C. L. Woodw. O altimo é considerado o maior
género contendo 0 maior nimero de espécies da familia (KUMAR et al., 2017).

As espécies de Thismiaceae sdo micoheterotroficas por dependerem de fungos
micorrizicos para sobreviverem (GOMES et al., 2016). Além disso, essas espécies estao
localizadas na serapilheira e apresentam crescimento vegetativo reduzido se comparado

a maioria das angiospermas (SOCHOR et al., 2018).
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Algumas espécies de Thismia foram reportadas no passado. Porém, na Gltima
década, grande nimero de novas espécies do género tem sido catalogadas, ou mesmo,
redescobertas (CHANTANAORRAPINT, 2012; MANCINELLI et al., 2012;
TSUKAYA e OKADA, 2012; VOLOSCHEN et al., 2013; NURALIEV et al.,2014; MAR
e SAUNDERS, 2015; GUILHERME et al., 2016; CHANTANAORRAPINT e SUDDEE,
2018; HRONES et al., 2018). Assim, tratamentos taxonémicos e filogenéticos tem sido
aplicados a esse grupo de plantas a fim de estabelecer as possiveis relacdes inter - e
intrataxa. Porém, pouco se conhece acerca da biologia reprodutiva e embriologia dessas
espécies.

Estudos estruturais prévios evidenciaram aspectos do desenvolvimento de
ovulos de Thismia americana caracterizando-0s como anatropos e bitegumentados
(PFEIFFER, 1914). Posteriormente, Maas et al. (1986) descreveu caracteristicas do
desenvolvimento do saco embrionario de algumas espécies Thismia caracterizando 0s
embrides como pequenos e indiferenciados. O estudo de Rudall e Morley (1992) reportou
0S processos da megasporogénese e megagametogénese de trés espécies asiaticas:
Thismia alba Holttum ex Jonker, Thismia episcopalis F. Muell. e Thismia javanica J.J.
Sm. caracterizando os sacos embrionarios dessas espécies como tenuinucelados, do tipo
polygonum, apresentando embrides reduzidos com um suspensor curto e um
desenvolvimento de endosperma do tipo helobial. Ainda assim, pode-se afirmar que as
informacdes sobre as caracteristicas embrioldgicas de Thismiaceae sdo limitadas, pois se
restringem a poucas espécies levando em consideracdo a quantidade de espécies ja
descritas para o género.

Araujo (2015) defende que além de caracteres morfoldgicos, a embriologia das
espécies pode diferir entre 0s grupos vegetais, podendo assim auxiliar no posicionamento
sistematico de alguns grupos. Com isso aspectos do desenvolvimento de estruturas
reprodutivas sdo utilizados com frequéncia para entender as relagdes taxondmicas entre
grupos superiores (TOBE e TAKAHASHI, 2009).

Thismia panamensis, € uma espécie que foi recentemente descrita para a regiao
do Cerrado brasileiro, sendo este o primeiro registro da espécie para o Brasil e da familia
para o Cerrado (GUILHERME et al., 2016). Os estudos estruturais existentes que
abordam caracteristicas de T. panamensis, trazem poucas informagdes de sua biologia
reprodutiva (MAAS et al., 1986). Além disso, existem suposi¢des de ocorréncia de
poliembrionia na espécie, mas o desenvolvimento embrioldgico da mesma ndo foi
acompanhado (MEDEIROS et al., 2015).



41

O presente estudo teve como objetivo descrever 0s processos de micro e
megaesporogénese e gametogénese de T. panamensis. Acreditamos que os resultados
obtidos poderdo contribuir para o maior entendimento da biologia reprodutiva da espécie

e de todo género Thismia.

2.2MATERIAIS E METODOS
Coleta e microscopia de luz

As amostras de T. panamensis foram coletadas em fragmento florestal localizado
no municipio de Jatai, GO, Brasil, conhecido como Mata do Acude (17°51'40.19"S;
51°43'48.12" O). Foram coletados botdes florais em estadio inicial de desenvolvimento,
que ainda apresentavam simetria radial e coloragdo esbranquicada (Bl); botdes florais
tardios que ja apresentavam simetria bilateral e coloracdo purpura (Bll), além de flores
em antese e frutos.

O material foi fixado em campo em solucdo de formaldeido, &cido acético e
alcool etilico (FAA) por pelo menos 48h. Posteriormente, as amostras foram desidratadas
em série etilica crescente e incluidas em resina do tipo metacrilato (Historesin, Leica), de
acordo com a metodologia sugerida pelo fabricante. O material foi seccionado em
micrétomo rotativo semiautomatico (Leica RM 2235) com utilizacdo de navalhas de aco
descartaveis de baixo perfil, obtendo cortes transversais e longitudinais com 5 um de
espessura.

As laminas foram coradas com azul de toluidina pH 4,0 (O’Brien ¢ McCully
1981) e montadas em Permount®. Ap6s montadas, as laminas foram observadas no
microscopio optico Olympus CX 41 e as imagens foram registradas pela camera
SC30 Olympus acoplada ao sistema dptico. O software de captura de imagens utilizado
foi o AnalySys 1.5.

MEV- Microscopia eletrénica de varredura

Para caracterizagdo micromorfologica, as amostras fixadas foram desidratadas
em série de concentracdo crescente de acetona, secas ao ponto critico (CPD 030, Bal-Tec,
Balzers, Alemanha), dissecadas sob lupa binocular, montadas em suporte metéalico com
fita dupla-face e metalizadas com ouro coloidal (SCD 050, Bal-Tec, Balzers, Alemanha).
As anélises foram realizadas em microscépio eletronico de varredura com camera digital
(LEO 435-VP, Cambridge, Inglaterra).
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2.3 RESULTADOS
Microsporogénese e microgametogénese

Nos estagios iniciais de desenvolvimento (Bl e BII) as anteras (Figura 1A) eram
constituidas por quatro microsporangios, sendo estes envoltos por trés camadas,
caracterizando uma formacéo parietal do tipo reduzida, contendo apenas epiderme,
endotécio e tapete (Figura 1B). Abaixo das celulas do tapete uma massa de celulas de
citoplasma denso e com grandes nucleos foi observada, essas foram denominadas como
células mée de microsporos (Figura 1B e C). As células mae de micrésporos passaram
por etapas de divisdo celular, sendo que neste estudo foram evidentes apenas as divisdes
de Meiose 1 (Fig.1D-G), sendo elas: profase (Figura 1D), metéfase (Figura 1E), anafase
(Figura 1F), e telofase (Figura 1G), caracterizando uma das etapas da microesporogénese.
O gréo de pdlen maduro apresentou uma célula germinativa e outra vegetativa. (Figura
1H). Em botbes prestes a se abrirem observou-se espessamento parietal tanto no
endotécio, quanto na epiderme (dados ndo mostrados).

Na antese, apenas a epiderme e o endotécio foram observados revestindo as
anteras. Por meio de imagens de microscopia eletronica de varredura foi possivel
caracterizar um gréo de pélen monoporado e com uma exina ornamentada do tipo estriada
(Figura 11 e J).

Megaesporogénese e megagametogénese
O ovério de T. panamensis foi caracterizado como infero, sendo este
tricacarpelar, possuindo um estilete curto e uma regido estigmatica repleta de tricomas.

Além disso, este apresentou inimeros ovulos (Figura 2).
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Figura 1. Microesporbgénése e microgametogénese de Thismia panamensis. A Imagem
de microscopia eletrénica de varredura evidenciando parte da antera com gréos de polen.
B Microscopia de luz mostrando a estrutura da antera tetraesporangiada, antera (an) seta:
indicando células mae de microsporos C célula méde de micrdsporos. D-G Meiose |.
Profase (D), Metafase (E), anafase (F), Teléfase (G). H Microscopia de luz do grédo de
po6len maduro. I Gréaos de pélen em microscopia eletronica de varredura. J Grao de pdlen
com exina estriada e um poro evidentes. Barras = A 200 pum ;B 250 pm; C —H 50 pm; I-

20 pm J-50 pm
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Nas fases iniciais do desenvolvimento dos Ovulos foi possivel observar a
diferenciacdo dos tegumentos. Os 6vulos de T. panamensis eram bitegumentados e cada
tegumento era composto por duas camadas celulares, sendo que, o tegumento externo
cresceu mais do que o tegumento interno (Figura 2 D-N). Os 6vulos foram definidos
como anatropos e tenuinucelados.

Nos botbes de menor tamanho, denominados neste trabalho como Bl e Bll, foi
possivel observar na regido do ovario células apresentando um citoplasma denso, envoltas
por uma epiderme nucelar. Essas células se diferenciaram das demais pelo seu tamanho
e por seu contetdo denso, sendo essa denominada, célula arquesporial, a qual se
diferencia em célula méae de megasporos (Figura 2 A e B). Em um estadio posterior, foi
possivel observar uma diade, ou seja, dois nucleos, resultantes de uma primeira divisao
celular (Figura 2 G) e a segunda divisdo resultando numa tétrade, de modo que foram
observados quatro nucleos (Figura 2 I).

Na fase de pré-antese, divisdes mitdticas sucessivas (Figura 2 K-M) resultaram
na formacdo de um saco embrionario ja maduro do tipo Polygonum, constituido por 3
antipodas, uma célula média binucleada na qual ocorre a fusdo dos nucleos, uma oosfera,
e duas sinérgides (Figura 2N).

Em seccgdes transversais da regido do ovario da espécie foi possivel notar a
presenca de tubos polinicos germinando. Portanto, ap6s a formacdo do saco embrionério
maduro, o embrido de T. panamenis, comegou seu processo de desenvolvimento marcado
por divisdes celulares, este apresentou poucas células com contetdo citoplasmatico denso
e nucleos evidentes. A célula média teve seus nucleos fundidos e a degeneracdo das
células parietais do saco embrionario foi evidente. (Figura 3 A-C). Durante o processo de
formacdo da semente foi possivel notar o tegumento externo diferenciando-se em testa e

o tegumento interno diferenciando-se em tégmen, sendo ambos lignificados (Figura 3 D).
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xS

Figura 2. Megasporogénese e megagametogénese de Thismia panamensis. A Viséao geral
do ovario. B Célula arquesporial (ca). C célula méae de megasporos (cm). D-F Meiose I.
Metéfase (D), anafase (E) e tel6fase (F). G-1 Meiose Il. Note a presenca da tétrade de
megasporos (m) (1). J Megasporo funcional (mf) e megasporos degenerados (setas). K
Primeira divisdo mitética do megasporo funcional. L-M Segunda divisdo mitotica —
Formacdo do saco embriondrio tetranucleado (cabeca de seta). N Saco embrionario
maduro. Barras = A 100um; B-N 50 pum.
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Figura 3. Desenvolvimento embrionario em Thismia panamensis. A Visdo geral do saco
embrionario demonstrando o zigoto (zg), e o inicio do processo de desenvolvimento do
endosperma (en) com a fusdo dos ndcleos centrais. B Endosperma (en) constituido de
duas células e embrido propriamente dito (ep) com uma divisdo celular evidente. C
Embrido propriamente dito (ep) e endosperma (en) com mais células, indicando um
estadio mais avancado de desenvolvimento. D Embrido propriamente dito (ep) em um
estagio tardio apresentando uma lignificacdo dos tegumentos (*). Setas indicam a
degradacdo das células parietais do saco embrionario. BARRAS = A-D 200 pum.

2.4 DISCUSSAO
A determinacdo dos eventos embriologicos pode auxiliar na compreenséo da
biologia reprodutiva das espécies, bem como fornecer caracteres taxonomicamente Uteis

para o entendimento da sisteméatica e filogenia das espéecies vegetais. No presente
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reportamos, em detalhe, os aspectos estruturais da micro- e megaesporogénese e micro-
e megagametoénese de T. panamensis.

S80 poucos os estudos que abordam sobre aspectos embriolégicos em
Thismiaceae (PFEIFFER 1914; MAAS 1986; e RUDALL 1992), apesar da quantidade
de espécies que tém sido descritas para a familia nos ltimos anos.

Para Thismiaceae a microesporogénese € caracterizada como sendo do tipo
sucessiva (RUBSAMEN, 1986). Porém, diversos tipos de grdos de polen tem sido
descritos para esse grupo de plantas como; monoporados (CADDICK et al. 1998),
inaperturados (CRANWELL, 1953), ulcerados (RUBSAMEN, 1986), e diporados
(KAMER, 1998), evidenciando a diversidade de tipos de gréos de pdlen na familia. Os
grdos de polen de T. panamensis foram descritos anteriormente apresentando uma exina
do tipo lisa, contendo apenas um poro (monoporado), e tendo formato ovoide ou plano
convexo, sendo este binucleado (RUBSAMEN, 1986). Porém, o presente estudo mostrou
que a exina do grdo de polen da espécie apresentou reticulacbes ou estrias. Essas
caracteristicas mostraram-se semelhantes as descritas para Thismia americana, que
também apresentaram graos de pdlen com estrutura oval, monoporadado e com exina
estriada (PFEIFER, 1914; MAAS et al., 1986).

Thismia americana também apresentou évulos tenuinucelados, bitegumentados
e anatropos, como descrito aqui, para T. panamensis. Porém, divergéncias estruturais na
formacdo de megasporos sdo reportadas para o género. Em T. episcopalis, por exemplo,
foram observadas triades em que a célula micropilar ndo se dividiu, e tétrades de
megasporos em forma de T (MAAS et al., 1986; RUDALL, 1992). Em T. panamensis
foram observadas poucas tétrades e as que foram observadas eram dispostas em forma de
T.

De acordo com Rudall (1992, apud BERNARD e ERNEST, 1909), para o género
Thismia existem registros de apomixia, especificamente para a espécie Thismia javanica,
e este é 0 Unico registro de apomixia para 0 género até agora. No presente estudo nédo
descartamos a hipdtese de que haja apomixia, ja que eventos meioticos foram observados
em um baixo numero de amostras. Portanto, futuros estudos sdo necessarios para
comprovar a ocorréncia de apomixia em T. panamensis.

Por mais que ocorra apomixia isso ndo isenta a especie de apresentar reproducéo
sexuada, ja que em estudos feitos recentemente, bem como nas observagdes em campo
para realizacdo deste trabalho, foram observadas moscas visitando flores de Thismia

panamensis. Além disso, experimentos mostraram que a polinizacdo pode ocorrer via
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gotas de chuva (MEDEIRQOS, 2019). No presente estudo também reportamos a presenca
de tubos polinicos germinados no ovério. Isso demonstra uma gama de possibilidades de
propagacao da espécie. Contudo, mais estudos séo necessarios a fim de compreender se
€ comum em espécies do género Thismia essas varias alternativas reprodutivas, e entender
quais sdo os fatores que favorecem a ocorréncia de cada uma dessas formas de
reproducéo.

Os pequenos embrides de plantas micoheterotroficas ndo sao diferenciados em
epicotilo, hipocotilo e regides cotiledonares, sendo portanto reduzidos a pouquissimas
células (LEAKE, 1994). Em Thismia, os embrides descritos até hoje sdo caracterizados
por apresentarem-se indiferenciados, multicelulares, porém contendo poucas células
devido ao seu tamanho reduzido. Em Thismieae, antes considerada uma tribo de
Burmanniaceae, o desenvolvimento do endosperma helobial foi descrito como bicelular
(MAAS, 1986).

O desenvolvimento embrionério de T. panamesis descrito no presente estudo se
assemelha ao de outras espécies micoheterotréficas, como por exemplo, espécies de
orquideas, as quais foram mais estudadas a esse respeito, de modo que, as células se
dividem resultando em um embrido reduzido e um endosperma também constituido de
pouquissimas células, sendo que para algumas espécies o0 endosperma nem se
desenvolveu. (LI et al., 2016; MAYER et al.,2011).

As sementes de T. panamensis tém suas caracteristicas morfologicas e
anatbmicas semelhantes a de outras micoheterotroficas (LEAKE, 1994), como por
exemplo, o tamanho reduzido, e a quantidade significativa produzida por fruto. Para
outras espécies foi relatada a presenca minima de reservas como proteina, gordura e
amido (MAAS, 1986). Andlises histoquimicas futuras devem ser realizadas a fim de
reconhecer a natureza quimica observada no contetdo celular das células embrionarias
de Thismia panamensis. Leake (1994), defendeu que essas caracteristicas estdo
relacionadas de forma direta a otimizagdo do sucesso reprodutivo dessas especies.

Em resumo, no presente estudo caracterizou-se os processos de formacdo de
grdos de pdlen, saco embrionario e da semente de T. panamensis. Considerando a
escassez de informacdes acerca da biologia do género, acreditamos que o0s resultados
obtidos aqui poderdo contribuir para a maior compreensao da biologia reprodutiva do

género, bem como, auxiliar em estudos taxondmicos de Thismiaceae.
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CONCLUSAO GERAL

No presente estudo descreveu-se de forma detalhada os caracteres anatdmicos
de drgdos vegetativos e reprodutivos de Thismia panamensis, bem como, 0s processos de
micro- e megaespororénese e megagametogénese dessa espécie. Esses resultados
constituem informacg6es importantes para a caracterizacdo e entendimento da biologia
dessa espécie até pouco tempo desconhecida no Cerrado brasileiro. Além disso, abre

novas perspectivas para estudos que visem a compreensao das estruturas aqui descritas.



