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RESUMO

MORAES NETO, P. G. ASPECTOS ESTRUTURAIS E HISTOQUI'I\/IICOS DE Anemia
SW. (ANEMIACEAE). 2019. 60f. Mestrado em Ciéncias Bioldgicas, Botanica Tropical) -
Universidade Federal Rural da Amazonia/Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, Para, 2019.

Anemiaceae Link é monogenérica com 115 especies, incluidas em Anemia Sw. com
distribuicdo tropical e subtropical, sendo o Brasil o principal centro de riqueza com cerca de 60
espécies das quais dez sdo registradas no Para, ocorrendo principalmente, sobre afloramentos
rochosos. Os trabalhos realizados com Anemia ndo expressam a riqueza e o potencial que as
informacdes anatdmicas podem fornecer frente a diversidade ecolégica do género. Visando
preencher em parte esta lacuna, este estudo descreve a anatomia de folhas estéreis de Anemia
buniifolia (Gardner) T.Moore, A. elegans (Gardner) C.Presl, A. oblongifolia (Cav.) Sw., A.
phyllitidis (L.) Sw., A. presliana Prantl e A. trichorhiza Gardner ex Hooker presentes em
afloramentos rochosos, interpretados a luz das informac6es ecoldgicas de samambaias, 0S
principais caracteres adaptativos, além de fornecer novos dados para taxonomia do grupo. Entre
as principais caracteristicas estruturais destacam-se: distribuicdo dos estdmatos, presenca de
estegmatas, tipo de mesofilo, extensdo de bainha, entre outras. Testes histoquimicos também
foram realizados nas espécies A. buniifolia, A. oblongifolia, A. presliana e A. trichorhiza,
coletadas de populagbes naturais, com resultados positivos para compostos fenolicos,
alcaloides, polissacarideos e proteinas, em estruturas como idioblastos, tecidos secretores e
tricomas glandulares. Os resultados demonstraram que diversas caracteristicas estruturais e
histoquimicas, presentes em Anemia, estdo diretamente relacionadas a redugdo da perda de
agua, possuindo valor adaptativo a ambientes extremos com alta intensidade luminosa e déficit
hidrico, como os afloramentos rochosos. Entre essas, hd caracteristicas multifuncionais,
atuando também contra a herbivoria, como tricomas, estegmatas, compostos fendlicos,
alcaloides e proteinas. As caracteristicas anatémicas descritas neste estudo, relacionadas as
caracteristicas abioticas em que espéecies ocorrem, também ampliam o conhecimento sobre
Anemia, fornecendo dados e interpretacdes inéditas para o género.

Palavras-chave: Adaptacdo. Anatomia ecoldgica. Estruturas secretoras. Afloramentos
rochosos.



ABSTRACT

MORAES-NETO, P. G. STRUCTURAL AND HISTOCHEMICAL ASPECTS OF Anemia
SW. (ANEMIACEAE). 2019. 60f. Mestrado em Ciéncias Bioldgicas, Botanica Tropical) -
Universidade Federal Rural da Amazonia/Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, Para, 2019.

Anemiaceae Link is monogenic with 115 species, included in Anemia Sw. with tropical and
subtropical distribution, Brazil being the main center of richness with about 60 species of which
ten are registered in Para, occurring mainly on rocky outcrops. The works performed with
Anemia do not express the richness and potential that anatomical information can provide in
view of the ecological diversity of the genus. In order to partially fill this gap, this study
describes the anatomy of sterile leaves of Anemia buniifolia (Gardner) T. Moore, A. elegans
(Gardner) C.Presl, A. oblongifolia (Cav.) Sw., A. phyllitidis (L .) Sw., A. presliana Prantl and
A. trichorhiza Gardner ex Hooker present in rocky outcrops, interpreted in light of fern
ecological information, the main adaptive characters, besides providing new data for the group
taxonomy. Among the main structural characteristics are: stomatal distribution, presence of
stegmatas, type of mesophyll, sheath extension, among others. Histochemical tests were also
performed on A. buniifolia, A. oblongifolia, A. presliana and A. trichorhiza, collected from
natural populations, with positive results for phenolic compounds, alkaloids, polysaccharides
and proteins in structures such as idioblasts, secretory tissues and trichomes glandular. The
results showed that several structural and histochemical characteristics present in Anemia are
directly related to the reduction of water loss, having adaptive value to extreme environments
with high light intensity and water deficit, such as rocky outcrops. Among these, there are
multifunctional characteristics, also acting against herbivory, such as trichomes, stegmates,
phenolic compounds, alkaloids and proteins. The anatomical characteristics described in this
study, related to abiotic characteristics in which species occur, also increase the knowledge
about Anemia, providing unprecedented data and interpretations for the genus.

Keywords: Adaptation. Ecological anatomy. Secretory structures. Rock outcrops.
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1. CONTEXTUALIZACAO

As samambaias ocorrem em uma grande diversidade de ambientes, especialmente nas
Florestas Tropicais Umidas onde alcangam maior diversidade taxondmica e ecoldgica
(MORAN, 2009), devido principalmente a complexidade e variedade de microhabitat e nichos
especializados presentes nestes locais (LOPES, 2013). Contudo, algumas familias, dentre elas
Anemiaceae Link, ocorrem em habitat aberto e bem drenado, crescendo em barrancos, margens
de rios, encostas de arbustos, entre afloramentos rochosos, pequenos penhascos e margem de
estrada (TRYON; TRYON, 1982).

Anemiaceae compreende cerca de 115 espécies, todas circunscritas em Anemia Sw.,
apresentando distribuicio neotropical, com ocorréncia na Africa, Madagascar, Sul da india e
ilhas do Oceano Indico (MICKEL, 2016). O Brasil ¢ o principal centro de riqueza com cerca
de 60 espécies (LABIAK et al., 2018) e no Para séo registradas dez especies ocorrendo em
afloramentos rochosos (GOES-NETO; PIETROBOM, 2012; PRADO et al., 2015; MICKEL,
2016; FLORA DO BRASIL 2018, 2020).

Morfologicamente, o género é caracterizado por caule ereto a reptante, apresentando
tricomas marrons a alaranjados; frondes hemidimorfas (com o par de pinas basais modificadas,
portando os soros) ou raramente monomorfas ou dimorfas; peciolos estramineos a castanhos,
com tricomas semelhantes aos do caule ou glabros; venacéo livre a anastomosada, sem vénulas
livres inclusas; esporangios sésseis, subglobosos a ovais e indusio ausente (MICKEL, 2016).

Apesar da grande diversidade, o conhecimento sobre as caracteristicas estruturais
relacionadas a adaptacdo aos diferentes habitats ainda € incipiente. Dentre os poucos trabalhos
de anatomia no género, destaca-se o estudo de Anemia tomentosa (Sav.) Sw. var. anthriscifolia
(Schrad.) Mickel, em que foi detectado a primeira ocorréncia de isoafricanol, sem analises de
sua atividade bioldgica e/ou funcédo, contudo, observacdes de campo permitiram constatar que
diferentes espécies de Anemia possuem aroma peculiar, podendo ser distinguidas olfativamente
(SANTOS et al., 2006), o que demonstra a importancia de estudos estruturais, bem como a
localizacgdo in situ deste e possivelmente outros compostos biologicamente ativos em Anemia.
Além de Ribeiro et al. (2007) com anatomia ecoldgica de A. tomentosa var. anthriscifolia e A.
villosa Humb. & Bonpl. ex Willd., constatando diferencas quanto a densidade e comprimento
dos tricomas, espessura foliar, espessura mesofilica e tipologia de estbmatos. Nesse mesmo
trabalho, os autores também observaram compostos fendlicos que estariam relacionados a

adaptacdo das plantas ao meio terrestre. Posteriormente, Ribeiro et al. (2011) analisaram a
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variacdo anatdbmica de quatro populacGes de A. villosa crescendo em diferentes ambientes,
dentre eles, os afloramentos rochosos.

A maioria das investiga¢des que relacionam modificagdes morfoanatdmicas de espécies
vegetais frente a diferentes condi¢cbes ambientais concentram-se nas angiospermas (ARENS,
1997), mas tratando-se de afloramentos rochosos inclusive para plantas com flor, os estudos de
anatomia ecoldgica sdo incipientes, e para samambaias ndo ha registro de trabalhos desta
natureza nos ultimos dez anos, sendo a linha de pesquisa menos investigada (SILVA, 2016),
possivelmente, isto se deve ao pequeno numero de especialistas investigando o grupo em
comunidades rupicolas (LEWINSOHN; PRADO, 2002) e, mais ainda, com experiéncia em
anatomia ecoldgica (SILVA, 2016).

Afloramentos rochosos séo ecossistemas frageis e vulneraveis as agdes antropicas,
apesar de atuarem como reflgios para espécies raras e endémicas (MEIRELLES et al., 1999),
por esse motivo, estudar estes ambientes sdo necessarios para caracterizar as plantas vasculares
sem sementes que ocupam essas formacoes tdo singulares (SANTOS; SYLVESTRE, 2006). A
partir dessas informacGes, observa-se que os trabalhos realizados com Anemia nao expressam
a sua riqueza e o potencial que as informacdes anatdmicas podem fornecer, frente a diversidade
taxonémica e ecoldgica do género. E visando preencher em parte esta lacuna, pretende-se
responder duas perguntas a partir dos dados estruturais e histoquimicos, interpretados a luz das
informacGes ecologicas de samambaias:

e Sabendo que Anemia apresenta grande diversidade taxondmica e ecoldgica, existem
caracteristicas anatbmicas peculiares relacionadas ao estabelecimento em afloramentos
rochosos?

e A partir da localizacdo in situ de metabolitos secundarios, € possivel identificar

estratégias adaptativas nas espécies de Anemia?
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Investigar a anatomia foliar de Anemia Sw. ocorrentes no estado do Pard, a fim de
identificar caracteristicas relacionadas ao estabelecimento destas espécies em afloramentos
rochosos.

2.2 Objetivos especificos

v’ Realizar a descricéo estrutural detalhada das espécies;
v" Selecionar os caracteres anatdmicos mais relacionados aos afloramentos rochosos;
v"Identificar as principais classes de metabélitos secundarios;

v' Caracterizar as estruturas secretoras foliares.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O género Anemia

Anemia sdo plantas terricolas ou rupicolas, raramente epifitas, que apresentam caule
reptante a ereto, com tricomas alaranjados a marrons, frondes hemidimorfas (com par de pinas
basais, portando os soros) ou raramente monomorfas ou dimorfas; peciolos estramineos a
castanhos, com tricomas semelhantes aos do caule ou glabros; venacéo livre a anastomosada,
sem vénulas livres inclusas; esporangios seésseis, subglobosos a ovais e indUsio ausente
(MICKEL, 2016).

Nas ultimas quatro décadas Anemia sofreu algumas mudancas na sua circunscricdo.
Inicialmente, estava circunscrito em Schizaeaceae Kaulf. (TRYON; TRYON, 1982; KRAMER,
1990) até ser elevada ao status de familia (SMITH et al., 2006). Diante disto, segue um breve
historico com as principais mudangas ocorridas na circunscricdo do género até a classificacéo
atual:

Tryon; Tryon (1982) propuseram uma classificacdo em que Pteridophyta engloba
Filicopsida, na qual esté inserida Polypodiales e Schizaeaceae, na qual estdo incluidos os
géneros Anemia, Lygodium Sw., Schizaesa Sm. e Mohria Sw. todos na América do Sul e
América do Norte, exceto Mohria que ocorre apenas na Africa, Madagascar e ilhas adjacentes.

Na classificacdo proposta por Kramer (1990) Schizeaceae permaneceu com quatro
géneros: Lygodium, Mohria, Schizaea e Anemia, porém, trouxe como novidade dois subgéneros
Trochopteris Gardner e Hemianemia (Prantl) Reed — que se juntaram a Anemia e Coptophyllum
Gardner — ja reconhecidos por Tryon; Tryon (1982).

Samambaias e Licofitas foram tratadas anteriormente como um grupo Unico
(Pteridophyta). Porém, estudos baseados em filogenia molecular demonstraram que esses
vegetais constituem duas linhagens evolutivas monofiléticas ndo relacionadas: Lycopodiophyta
e Euphyllophyta (PRYER et al., 2001), que resultou em mudancas na circunscricdo de varios
taxa (SMITH et al., 2006). A principal novidade apresentada por Smith et al. (2006) foi a
criacdo de novas classes dentre elas Polypodiopsida que incluiu a ordem Schizaeales
englobando as familias Schizeaceae, Lygodiaceae e Anemiaceae. Anteriormente, Anemia
estava circunscrita em Schizaeaceae, mas, a partir desses estudos o género foi elevado ao status
de familia chamada Anemiaceae, cujo monofiletismo foi possivel com a inclusdo de
Mobhriaceae, totalizando cerca de 100 espécies (SMITH et al., 2006).
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Por fim, a classificacdo proposta por Mickel (2016) estabeleceu a criagdo de trés
subgéneros em Anemia: Mohria (Sw.) Mickel, Anemiorrhiza Prantl e Anemia com 7, 13 e 95
espécies, respectivamente, corroborado no PPG | (2016).

3.2 Anatomia ecoldgica

As samambaias possuem grande importancia ecolégica, porém, pouco conhecida
(PRADO, 1998; SHARPE et al., 2010) quando comparada com sua diversidade taxondmica.
Suas notaveis adaptagGes para varios disturbios em seus ambientes sugerem um papel
importante para 0 grupo na conservacgéo e restauracdo de areas antropizadas (SHARPE et al.,
2010). Algumas espécies também sdo importantes para o estudo de monitoramento ambiental
pela capacidade de indicar tipos de solo e ambientes perturbados (DE LA SOTA, 1971).

As samambaias desempenham papel fundamental na conservacdo da microfauna e
microflora do substrato (SMITH, 1972), consideradas como importantes indicadoras de
qualidade ambiental, por estarem intimamente relacionadas aos fatores abioticos (FERRER-
CASTAN; VETAAS, 2005), apresentando adaptacdes a diversos distlrbios ambientais,
incluindo habilidades em acumular toxinas (TU; MA, 2005; SHARPE et al., 2010). Porém, as
atividades antrépicas vém degradando os habitats naturais, representando grande ameaca a
sobrevivéncia desses vegetais (PIMM; RAVEN, 2000), inclusive os que vivem sobre
afloramentos rochosos, que sdo reflgios para espécies raras, endémicas e berco de novas
espécies (SILVA, 2016). O exemplo mais recente para Anemia é A. paripinnata Labiak &
Mickel, descrita para os afloramentos rochosos da regido central do Brasil (LABIAK et al.,
2018).

Nas duas ultimas décadas, o numero de estudos ecoldgicos em samambaias foi
crescente, com diversas finalidades, desde conhecer como estdo distribuidas geograficamente
no mundo, até compreender seu funcionamento, os aspectos ecoldgicos no ecossistema e as
variacBes nas comunidades em resposta aos fatores bidtico e abidtico (MEHLTRETER,;
PALACIOS-RIOS, 2003; ROBINSON, 2007; ROBINSON et al., 2010). Contudo, ainda ha
muitas lacunas a serem preenchidas (SHARPE et al., 2010), principalmente em comunidades
rupicolas, onde trabalhos sdo escassos (SILVA, 2016), destacando a necessidade de estudos
multidisciplinares em samambaias para a melhor compreensdo da forma como esse grupo se
estabelece nos diferentes habitats, especialmente em afloramentos rochosos, a fim de destacar
a importancia destes organismos e, consequentemente, a conservacdo de ambos em seus

ambientes nativos.
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Neste contexto, Sharpe et al. (2010) destacaram a escassez de informac6es ecoldgicas
para as samambaias em detrimento das angiospermas. Segundo Page (1979), isto tem relagéo
com a desvalorizacdo econdmica dos representantes deste grupo, em comparacao as plantas
com sementes, contudo, mesmo as samambaias que tém importancia econdémica apresentam
poucos estudos ecoldgicos (LEHN, 2008), por isso, 0s dados apresentados também podem estar
relacionados ao baixo nimero de especialistas em samambaias com experiéncia em ecologia
(SILVA, 2016). Logo, tornam-se ainda mais criticos e urgentes estudos que busquem interpretar
as caracteristicas estruturais e ecoldgicas, principalmente em afloramentos rochosos, alvo de
atividades antrdpicas desordenadas (JACOBI et al., 2007) provocando o desaparecimento do
ecossistema inteiro e consequente extin¢do de espécies endémicas (SILVA, 2016).

Em um trabalho classico de anatomia de Orgdos vegetativos dedicado as licofitas e
samambaias, Ogura (1972) realizou um estudo anatémico comparativo entre diversas familias,
destacando para Anemia a densidade e tamanho dos estbmatos, presenca ou ndo de tricomas e
composicao da cuticula. Algumas outras caracteristicas, como: espessura e tipo de mesofilo,
também foram destacadas como estruturas que variam em resposta as diferentes condicdes do
ambiente (ARENS, 1997). Esta variacdo explica, por exemplo, a capacidade de adaptacGes
morfologicas e/ou fisiologicas a ambientes xerofiticos que muitas espécies apresentam
(LARCHER, 1995), destacando a plasticidade fenotipica como fundamental para a manutencéo
dos individuos em ambientes heterogéneos (THOMPSON, 1991).
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ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

O presente trabalho encontra-se organizado sob a forma de artigo cientifico, como
disposto nas normas de redacéo de dissertacdo da Universidade Federal Rural da Amazénia. O
artigo segue as normas do periddico que sera submetido.

Artigo:

ESTRATEGIAS ADAPTATIVAS DE Anemia Sw. (ANEMIACEAE):
ASPECTOS ESTRUTURAIS E HISTOQUIMICOS

A ser enviado ao periodico American Fern Journal.
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ABSTRACT.—Anemia occupies environments under extreme conditions, such as rocky outcrops,
characterized by exposure to austere environmental conditions, determined by limiting abiotic
factors, such as high temperatures and water stress, standing out as a refuge for rare species and
the cradle of new species, however, in Brasil, are poorly studied. In order to partially fill this
gap, this study describes the anatomy of sterile leaves of Anemia buniifolia, A. elegans, A.
oblongifolia, A. phyllitidis, A. presliana and A. trichorhiza present in rocky outcrops interpreted
in light of fern ecological information, the main adaptive characters, besides providing new data
for the group taxonomy. Among the main structural characteristics are: stomatal distribution,
presence of stegmates, type of mesophyll, sheath extension, among others. Histochemical tests
were also performed on A. buniifolia, A. oblongifolia, A. presliana and A. trichorhiza, collected
from natural populations, with positive results for phenolic compounds, alkaloids,
polysaccharides and proteins in structures such as idioblasts, secretory tissues and trichomes
glandular. The results showed that several structural and histochemical characteristics present
in Anemia are directly related to the reduction of water loss, having adaptive value to extreme
environments with high light intensity, such as rocky outcrops. Among these, there are
multifunctional characteristics, also acting against herbivory, such as trichomes, stegmates,
phenolic compounds, alkaloids and proteins. The anatomical characteristics described in this
study, related to abiotic characteristics in which species occur, also increase the knowledge
about Anemia, providing unprecedented data and interpretations for the genus.

KEY WORDS.—ADAPTATION; ECOLOGICAL ANATOMY; SECRETORY STRUCTURES; ROCK
OUTCROPS

Anemiaceae Link compreende cerca de 115 espécies, todas circunscritas em Anemia

Sw., apresentando distribuico neotropical, com ocorréncia na Africa, Madagascar, Sul da india
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e ilhas do Oceano Indico (Mickel, 2016). Com cerca de 60 espécies, o Brasil é considerado
centro de diversidade para o género (Labiak, Mickel e Matos, 2018). No estado do Para sdo
registradas dez espécies (Goes-Neto e Pietrobom, 2012; Pallos, G6es-Neto e Salino, 2017; Flora
do Brasil 2020, 2018).

Anemia possui excelente capacidade de ocupar ambientes sob condigcdes extremas
(Page, 2002), crescendo em ambientes xéricos, como florestas tropicais secas e savanas (Hietz,
2010). Os afloramentos rochosos se destacam em relagéo a presenca de Anemia (Tryon e Tryon,
1982; Hietz, 2010; Mickel, 2016). Esses afloramentos sdo caracterizados pela exposicédo as
condigdes ambientais austeras, determinadas por fatores abioticos limitantes, como intensa
radiacdo solar, altas temperaturas, estresse hidrico e baixa disponibilidade de nutrientes
(Biedinger, Porembski e Barthlott, 2000), destacando-se como reflugios para espécies
endémicas, geograficamente disjuntas e ameacadas, alem de fontes de descoberta de novas
espécies (Oliveira e Godoy, 2007; Silva, 2016), contudo, sdo explorados desordenadamente e,
particularmente no Brasil, sdo pouco estudados (Silva, 2016).

Nos ultimos anos, foram realizados alguns estudos sobre samambaias associadas a
afloramentos rochosos (Page, 2002; Xavier e Barros, 2003; Santos et al., 2006; Santos e
Sylvestre, 2006; Ribeiro, Santos e Moraes, 2007; Ribeiro et al., 2011; Silva, 2016), com
destague para Santos et al. (2006) que analisaram Anemia tomentosa (Sav.) Sw. var.
anthriscifolia (Schrad.) Mickel e constataram nas folhas um aroma, proporcionado pelo
isoafricanol (sesquiterpeno), sendo o primeiro registro deste metab6lito para samambaias, além
de Ribeiro, Santos e Moraes (2007) que analisaram a anatomia foliar de A. tomentosa var.
anthriscifolia e A. villosa Humb. & Bonpl. ex Willd. avaliando estratégias adaptativas para o
estresse hidrico nesses ambientes. Esses trabalhos indicam a importancia de estudos anatémicos
nas espécies de Anemia, revelando diferentes adaptacdes a ambientes sob condi¢es hostis

(Oliveira e Godoy, 2007).
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No entanto, as caracteristicas anatdmicas adaptativas relacionadas a essas condi¢des sao
subexploradas (Ribeiro, Santos e Moraes, 2007), com raras analises dos tipos de plasticidade
relacionadas as caracteristicas adaptativas (Bradshaw, 1965), o que ndo refletem a diversidade
do grupo. Ademais, a diversidade de estruturas e a natureza quimica dos compostos podem
evidenciar o potencial das espécies para trabalhos que visem descobrir novas fontes de produtos
naturais de interesse econdémico, bem como a recuperacdo da vegetacdo, manejo e conservacao
de habitats, j& que exigem o conhecimento biolégico das espécies nativas (Kageyama e
Gandara, 2000).

Considerando a necessidade de incrementar a base de dados anatomicos relacionada as
estratégias adaptativas, interpretados a luz das informacdes ecologicas para samambaias, este
estudo objetivou analisar, comparativamente, dados estruturais e histoquimicos de seis

espécies de Anemia ocorrentes em afloramentos rochosos.

MATERIAL E METODOS

Material botanico.—O material analisado neste estudo foi coletado de populacdes
naturais e complementado por amostras de folhas extraidas de espécimes herborizados. Sempre
que possivel, foram analisadas 0 minimo de trés espécimes por espécie. Todas as informacdes,
incluindo nome das espécies, coletor e herbario com acrénimos seguindo Thiers (2018,
continuamente atualizado), forma de vida e habitat estdo sumarizadas na Tabela 1.

Analise estrutural.—As amostras extraidas de herbario foram reidratadas (Smith e
Smith, 1942) e armazenadas em etanol a 70%. Posteriormente, fragmentos das porcoes
medianas da lamina foliar (nervura central e margem) e as por¢des medianas do peciolo e raque
foram desidratados em série crescente de etanol e embebidos em resina de 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin Leica®, solu¢des foram preparadas de acordo com as instrugfes do
fabricante), seguindo Meira e Martins (2003). As amostras foram seccionadas transversalmente

(3-7 wm) usando micrétomo rotativo (RM 2245, Leica® Biosystems, Heidelberg, Alemanha)



MORAES-NETO & FEIO: ANATOMIA FOLIAR DE ANEMIA 25

com navalhas de tungsténio (Leica® Biosystems). As sec¢des foram coradas com azul de
toluidina pH 4,6 (O'Brien, Feder e McCully, 1965), e as laminas montadas em resina
(Permount®, Fisher Scientific, New Jersey, EUA).

Algumas amostras também foram despigmentadas com soluces de hidréxido de
sodio a 5% e hipoclorito a 20%, coradas com fucsina basica 50% em etanol (Shobe e Lersten,
1967) e montadas em gelatina glicerinada (Kaiser, 1880).

Analise histoquimica.—As amostras coletadas em campo foram selecionadas para
testes histoquimicos, utilizando-se trés fixadores: FAA (formalina-acido acetico-etanol 50%,
1:1:18 v/v; Johansen, 1940) por 24 h, para caracterizagdo estrutural e testes para compostos
hidrofilicos, Formalina Neutra Tamponada por 48 h (Lillie, 1965), para detectar compostos
lipofilicos e Sulfato Ferroso em Formalina por 48 h (Johansen, 1940), utilizado para
demonstracdo de compostos fendlicos totais. As amostras foram desidratadas através de série
crescente de alcool butilico terciario (Johansen, 1940), embebidas em parafina histologica com
DMSO (Paraplast® Embedding Media, Oxford Lab., EUA), obtendo seccbes transversais
seriadas (10-12 pm) com micrétomo rotativo e navalhas de aco.

Para deteccdo das principais classes de compostos secundarios, foram realizados 0s
seguintes testes: vermelho de ruténio para mucilagem acida (Gregory e Bass, 1989); acido
tanico/cloreto férrico para mucilagem neutra (Pizzolato e Lillie, 1973); lugol (Johansen, 1940)
para amido; Suddo preto B (Pearse, 1985) para lipidios totais em luz visivel; cloreto férrico para
compostos fendlicos totais (Johansen, 1940); vanilina cloridrica para taninos (Mace e Howell,
1974); Reagente de Dragendorff (Svedsen e Verpoorte, 1983) para alcaldides; Xilidine Ponceau
para proteinas totais (O'Brien e McCully, 1981). Procedimentos de controle padrdo foram
realizados simultaneamente, conforme cada teste, e as laminas foram montadas em gelatina

glicerinada.
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Documentacdo fotogréfica.—Utilizou-se microscépio de luz (Axio Scope.Al, © Carl
Zeiss, Microimaging GmbH, Goéttingen, Alemanha) equipado com uma camera digital
(AxioCam HRc; © Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) do Laboratério Morfofuncional da
Universidade Estadual do Pard. Macroimagens foram obtidas com estereomicroscépio (Stereo
Discovery. V8, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha) acoplado a camera digital
(AxioCam ICc5®, © Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha) do Laboratério de
Taxonomia do Museu Paraense Emilio Goeldi.

Descricdo e analise de caracteres anatdomicos.—As descricdes anatdmicas foram
baseadas nos termos de Mickel e Lersten (1967) para tipologia de estomatos, Metcalfe e Chalk

(1950), Ogura (1972) e Fahn (1990) para tricomas e Ogura (1972) para sistema vascular.

RESULTADOS
Lamina foliar
As principais caracteristicas observadas em Anemia buniifolia (Gardner) T.Moore, A.
elegans (Gardner) C.Presl, A. oblongifolia (Cav.) Sw., A. phyllitidis (L.) Sw., A. presliana
Prantl e A. trichorhiza Gardner ex Hooker, estdo sumarizadas na Tabela 2.

Em vista frontal, todas as espécies apresentaram epiderme adaxial e abaxial com paredes
anticlinais sinuosas (fig.1,2). Tricomas ndo glandulares (fig.3) e glandulares (fig.4) estdo
presentes em todas as espécies, exceto A. buniifolia que ndo apresenta o tipo glandular.
Estobmatos do tipo flutuante (fig.5) estdo presentes apenas na superficie abaxial (folhas
hipoestomaticas) de A. buniifolia, A. oblongifolia, A. phyllitidis e A. presliana, enquanto em A.
elegans estdo presentes somente na superficie adaxial (folhas epiestomaticas), e em A.
trichorhiza em ambas as superficies (folhas anfiestomaticas). Estdmatos do tipo suspenso

(fig.6) também foram observados na superficie abaxial de A. buniifolia.



MORAES-NETO & FEIO: ANATOMIA FOLIAR DE ANEMIA 27

Em seccdo transversal, todas as espécies possuem cuticula delgada e epiderme
uniestratificada, com estdmatos acima das células epidérmicas ordinarias (fig.7). Nas paredes
periclinais das células epidérmicas ordinarias de A. oblongifolia, A. phyllitidis, A. presliana e
A. trichorhiza ocorrem estegmatas conicos (fig.8). O mesofilo de A. elegans € homogéneo com
parénquima lacunoso (fig.9), A. buniifolia, A. phyllitidis e A. trichorhiza apresentam mesofilo
ligeiramente dorsiventral (fig.10), enquanto que A. oblongifolia e A. presliana possuem
mesofilo dorsiventral, com paréngquima plicado e lacunoso nas faces adaxial e abaxial,
respectivamente (fig.7).

A nervura principal € concavo-convexa (fig.11) e apresenta sistema vascular
constituido por feixes anficrivais (fig.12) em A. buniifolia, A. phyllitidis e A. trichorhiza. Apesar
das espécies A. elegans, A. oblongifolia e A. presliana ndo apresentarem nervura principal, 0s
feixes vasculares sé@o também anficrivais (fig.13, 14). Apenas em A. elegans, A. phyllitidis e A.
trichorhiza, observou-se extensdo de bainha, composta por células parenquimaticas de paredes
espessadas (fig.13), sendo que A. phyllitidis e A. trichorhiza também apresentam células
esclerenquimaticas, proximo a epiderme (fig.14).

Raque

A raque é ausente em A. buniifolia e A. elegans. Em seccdo transversal, a rague
apresentou formas do tipo cordiforme em A. phyllitidis (fig.15), do tipo cilindroide em A.
oblongifolia e A. trichorhiza (fig.16), e do tipo trapezoide em A. presliana (fig.17), com as
mesmas caracteristicas epidérmicas da lamina foliar, contudo, A. trichorhiza possui raque
glabra. As espécies apresentam cortex composto por 1-7 camadas de esclerénquima, seguidas
de 3-17 camadas de parénquima (fig. 18) e endoderme uniestratificada (fig.19). Em A.
oblongifolia e A. trichorhiza o periciclo possui 1-2 camadas, enquanto em A. phyllitidis e A.
presliana pode apresentar até 3 camadas. O sistema vascular é do tipo anficrival, arranjado em

arco (fig.15, 16), exceto A. trichorhiza que apresenta arranjo em V (fig.20).
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Peciolo

O peciolo, em seccdo transversal, apresenta formas do tipo cilindroide (fig.21) em A.
elegans e A. trichorhiza, do tipo trapezoide (fig.22) em A. oblongifolia e A. presliana e do tipo
cordiforme (fig.23) em A. buniifolia e A. phyllitidis. Em todas as espécies as caracteristicas
epidérmicas foram semelhantes & lamina foliar, com estbmatos observados, ocasionalmente,
acima das celulas epidérmicas em A. buniifolia, A. oblongifolia, A. phyllitidis e A. presliana
formando a linha respiratoria (fig.24). Tricomas glandulares, foram observados em A. elegans,
A. phyllitidis e A. trichorhiza, estando ausente em A. buniifolia, A. oblongifolia e A. presliana,
ja os tricomas ndo glandulares estdo presentes em todas as espécies. Anemia oblongifolia, A.
presliana e A. trichorhiza distinguem-se das demais, por serem as unicas a apresentar
estegmatas cOnicos nas paredes epidérmicas periclinais do peciolo (fig.25).

Com excecdo de A. elegans, que apresenta 0 coOrtex composto apenas por celulas
parenquimaticas (fig.26), nas demais espécies o cortex foi semelhante a raque, constituido por
1-5 camadas de esclerénquima, seguidas de 5-13 camadas de parénquima, endoderme
uniestratificada. O periciclo é formado por 1-2 camadas parenquimaticas, exceto A. phyllitidis
que pode apresentar até 3 camadas. O sistema vascular é do tipo anficrival arranjado em arco
em todas as espécies (fig.27).

Quantos as estruturas secretoras, as espécies analisadas possuem idioblastos, tecidos
secretores (TS) e tricomas glandulares. Nao foi observado a vista desarmada nenhuma secrecéao
na superficie foliar, bem como nenhum visitante no momento da coleta em campo. Os
resultados dos testes histoquimicos estdo sumarizados na Tabela 3.

DisCussAO

Assim como as angiospermas, as samambaias também podem apresentar padrdes

morfoldgicos ecologicamente indicativos de plasticidade a ambientes heterogéneos (Arens,

1997), o que pode explicar seu sucesso adaptativo em varias situacoes (Bradshaw, 1965).
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As seis espécies de Anemia estudadas apresentam paredes anticlinais sinuosas,
seguindo o padrao ja descrito para espécies ocorrentes em afloramentos rochosos (Pant e Khare,
1972; Ribeiro, Santos e Moraes, 2007; Ribeiro et al., 2011). Além da radiagdo solar incidente
(Wilkinson, 1979; Gracano, Azevedo e Prado, 2001), a sinuosidade das paredes anticlinais
epidérmicas pode estar relacionada a outros fatores, dentre eles a disponibilidade hidrica, uma
vez que a expansao e contracdo da folha pela entrada e saida de agua, resultam em adaptacdes
mecanicas para evitar colapso (Krauss, 1949), caracteristica importante em espécies de
ambiente sazonal (Atzingen, Scherer e Furtado, 2007) como Anemia. A presenca das
sinuosidades confirmam que os fatores ambientais atuam em conjunto (Valladares, Gianoli e
Gomez, 2007; Barboza et al., 2006), influenciando na plasticidade do carater, principal meio
pelo qual as plantas lidam com a heterogeneidade ambiental (Bradshaw, 1965).

Anemia trichorhiza apresentou lamina foliar anfiestomatica, considerada uma
caracteristica rara em samambaias (Kramer, 1990), e ainda ndo descrita para o género. A
distribuicdo anfiestomatica possibilita maior conducdo de gas carbdnico e capacidade
fotossintetizante, o que teria valor adaptativo a ambientes com alta intensidade luminosa (Mott,
Gibson ¢ O’Leary, 1982). Enquanto A. elegans possui lamina foliar epiestomatica, uma
caracteristica também incomum para Anemia, conforme o padrdo descrito de folhas
hipoestomaticas (Ogura, 1972; Ribeiro, Santos e Moraes, 2007), como observado em A.
buniifolia, A. oblongifolia, A. phyllitidis e A. presliana. Outra caracteristica analisada foram os
estdmatos do tipo flutuante observados em todas as espécies, caracterizados pela organizacao
acima das células epidérmicas e alta exposicao aos fatores abioticos (Mickel e Lersten, 1967).
Os estomatos flutuantes foram originalmente ilustrados com base em A. phyllitidis (Link, 1841),
apesar disso, este tipo ndo foi observado nas espécies A. adiantifolia (L.) Sw. e A. villosa Humb.
& Bonpl. ex Willd. (Mickel e Lersten, 1967). Assim como ndo séo exclusivos de Anemia,

ocorrendo em géneros de Polypodiaceae como Drymoglossum C. Presl, Lemmaphyllum C. Presl
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(Kondo, 1962), Pyrrosia Mirb. (Mickel e Lersten, 1967), Pleopeltis Humb. e Azolla Lam.
(Salviniaceae) (Inamdar, Patel e Bhatt, 1971). Possivelmente, esse tipo de estdmato seja uma
caracteristica especializada do ponto de vista evolutivo (Mickel, 1962), contudo, nenhuma
relagdo funcional ou ecoldgica diferenciada foi atribuida a eles (Mickel e Lestern, 1967;
Inamdar, Patel e Bhatt, 1971; Sen e De, 1992).

Tricomas glandulares e tricomas ndo glandulares foram observados em todas as
espécies de Anemia analisadas neste estudo, com excecdo de A. buniifolia que apresentou
apenas o tipo ndo glandular. Tricomas sdo comuns em Anemia (Roux, Walt e Merwe, 1992;
Ribeiro, Santos e Moraes, 2007; Ribeiro et al., 2011) e considerados um carater de plantas
xerofitas, possuindo papel importante em relacdo ao estresse hidrico (Gibson, 1996), por
influenciar na economia de &gua, através da regulacdo da temperatura e pela reflexdo da
radiacdo solar (Larcher, 2000), otimizando a absor¢cdo da umidade atmosferica por reter agua
por mais tempo na superficie foliar (Hietz e Briones, 1998). No entanto sua eficiéncia difere
entre os tipos de tricomas e sua contribuicdo na captacéo total de agua ndo é conhecida (Hietz,
2010). Quanto a relacdo planta-animal, os tricomas também contribuem para a reducdo da
herbivoria (Dickson, 2000), contudo, nenhum visitante foi observado no momento da coleta,
sendo necessario um estudo mais extenso destas possiveis relacdes interespecificas.

Estegmatas conicos estavam presentes na parede epidérmica periclinal externa da
lamina foliar de A. oblongifolia, A. phyllitidis, A. presliana e A. trichorhiza e na parede
epidérmica periclinal externa do peciolo de A. oblongifolia e A. trichorhiza. Estegmatas
apresentam formas variadas (conicos, elipticos e esféricos) e sdo determinados geneticamente,
pouco influenciados por fatores ambientais (Moller e Rassmussen, 1984), e restritos a certos
grupos de plantas, entre eles Anemia (Ribeiro, Santos e Moraes, 2007). Quando presentes na
epiderme da lamina foliar, os estegmatas podem reduzir a transpiracdo (Ribeiro, Santos e

Moraes, 2007), além de auxiliar nas trocas hidricas e térmicas com a atmosfera (Campos e
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Labouriau, 1969), caracterizando-se como uma caracteristica xeromorfica responsavel pela
eficiéncia no uso da agua (Zanenga-Godoy e Costa, 2003). Quanto a relacdo planta-animal, os
estegmatas também contribuem na defesa contra microrganismos e reducéo da herbivoria, pelo
bloqueio do trato urinario dos predadores (Vicari e Bazely, 1993).

O tipo de mesofilo é um carater que responde diferentemente as variagdes ambientais
(Erbano e Duarte, 2010), e sua arquitetura é mais confiavelmente atribuida a intensidade da
luminosidade no ambiente, sendo uma caracteristica altamente plastica (Arens, 1997). Mesofilo
do tipo homogéneo com parénquima lacunoso, observado em A. elegans, € comumente
encontrado em espécies de ambientes sombreados (Gracano, Azevedo e Prado, 2001), pois
permite a elas refletir melhor a radiagdo solar (Larcher, 2000), aumentando a eficiéncia
fotossintética (DeLucia et al., 1996). Mesofilo ligeiramente dorsiventral esta presente em A.
buniifolia, A. phyllitidis e A. trichorhiza, enquanto que A. oblongifolia e A. presliana
apresentam mesofilo dorsiventral, que também foi observado em outras espécies de Anemia
ocorrentes em afloramentos rochosos (Ribeiro, Santos e Moraes, 2007; Ribeiro et al., 2011).
As especies A. oblongifolia, A. phyllitidis e A. presliana comp&em um grupo de espécies mais
generalistas como sumarizado na Tabela 1. Mesofilo dorsiventral esta bem correlacionado com
samambaias de ambiente luminoso (Arens, 1997), e o parénquima plicado observado no
mesofilo destas espécies favorece maior taxa fotossintética, por apresentar grande concentracao
de cloroplastos (Queiroz-Voltan et al., 2011).

Os metabolitos secundarios ocorrem em plantas de alta diversidade estrutural
atuando como estratégias importantes contra herbivoros e micrébios, ja que algumas vezes
apresentam natureza mista, interferindo, frequentemente, em mais de um alvo e dificultando,
para herbivoros e parasitas, desenvolver resisténcia a varios alvos simultaneamente. Acredita-
se que essas misturas apresentam substancias que facilitam sua absorcdo através das

biomembranas, para as quais normalmente sdo impermeavéis (Wink, 2010). Estas propriedades
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tornam essas misturas ainda mais eficientes como estratégia de defesa e protecao (Wink, 2008).
Sendo assim, a maioria das plantas, inclusive Anemia, sdo capazes de resistir a varias ameacas
de herbivoros, micrébios e do ambiente fisico (Wink, 2010), utilizando mecanismos
bioquimicos de tolerdncia a dessecacdo que inclui a sintese de compostos fendlicos totais,
alcaloides, mucilagens acidas, amido e proteinas totais (Tabela 3).

Compostos fendlicos sdo compostos relacionados a diferentes estratégias de
adaptacdo defensiva (Feio, Aguiar-Dias e Potiguara, 2013), comumente encontrados em
samambaias (Ogura, 1972) e observados com frequéncia em plantas xeréfitas (Pyykko, 1966),
nas quais sua producdo é aumentada em condi¢cdes desfavoraveis, atuando como bioindicador
de estresse (Siddiqui e Arif-uz-Zama, 2004; Achakzai et al., 2009). Esses compostos sdo
importantes para adaptacdo das plantas ao ambiente terrestre, atuando na defesa contra o
parasitismo, a proliferacdo de fungos e a herbivoria (Croteau, Kutchan e Lewis, 2000; Taiz e
Zeiger, 2006) por produzirem sabor e cheiro especificos que inibem a herbivoria (Strack, 1997)
protegendo também contra a seca e alta intensidade de luz (Waterman e Mole, 1994). Os
fendlicos também desempenham papéis fisiologicos, incluindo reproducdo e crescimento
(Achakzai et al., 2009), fotossintese, sintese de proteinas, atividade enzimatica, absorcéo de
nutrientes (Sharma et al., 2012), atividade alelopatica (Taiz e Zeiger, 2006) e antioxidante
(Huang, Cai e Zhang, 2010; Naghiloo et al., 2012).

A presenca de alcaloides em todas as espécies analisadas ¢ um dado incomum para
plantas sem sementes, contudo, presume-se que seja devido aos poucos estudos com analises
histoquimicas para esta classe de metabolito em samambaias (Evans, 1996; Watson et al., 2001
e Feio, Aguiar-Dias e Potiguara, 2013). Alcaloides também sdo relacionados a defesa contra
herbivoros e parasitas (Vicari e Bazely, 1993; Facchini, 2001), reduzindo a palatabilidade.
Ademas, desempenham papel alelopatico (Robinson, 1974) e, frequentemente, sdo mais

abundantes em plantas sob estresse (Vicari e Bazely, 1993), sendo uma estratégia mais
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econdmica, se comparada a desfolhacdo, quando a disponibilidade de nutrientes é baixa
(Gershezon, 1983).

A mucilagem é um constituinte natural do vegetal e de natureza mista, sendo mais
comum em 6érgdos com funcgdo de retencdo de agua (Simdes et al., 2000). Sdo importantes para
a protecdo de érgdos em desenvolvimento, atuam na defesa contra herbivoros e na tolerancia a
desidratacdo (Gregory e Baas, 1989). De forma complementar, as protéinas também séo
importantes para a protecdo contra herbivoros e patégenos (Klein et al., 2004; Markham, Chalk
e Stewart, 2006; Miguel et al., 2006).

Apesar do amido ser naturalmente encontrado no protoplasto de células vegetais, para
A. villosa foi sugerida a funcdo de armazenamento para as folhas (Ribeiro, Santos e Moraes,
2007) e podem estar associados a prevencdo de danos mecénicos na plasmalema durante
estresse hidrico, como sugerido por Vicré et al. (1999) para tecidos de sementes tolerantes a
dessecacdo. De forma similar, em espécies de Elaphoglossum Schott ex Smith, foi sugerido que
0s grdos de amido, observados na lamina foliar, seriam transitoriamente estocados no
cloroplasto durante o dia e degradados a noite para manter o metabolismo da planta sob estresse
(Feio, Aguiar-Dias e Potiguara, 2013).

CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel observar que diversas caracteristicas estruturais e
histoquimicas presentes em Anemia estdo diretamente relacionadas a reducéo da perda de agua,
possuindo valor adaptativo a ambientes com alta intensidade luminosa e déficit hidrico, como
os afloramentos rochosos. Entre essas, ha caracteristicas com dupla funcéo, atuando também
contra a herbivoria, como tricomas, estegmatas, compostos fendlicos, alcaloides e proteinas
totais. As caracteristicas anatdmicas descritas neste estudo, relacionadas aos fatores abioticos,

também ampliam o conhecimento sobre Anemia, fornecendo dados inéditos para o género.
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TABELA 1. Taxa selecionados e vouchers analisados na pesquisa. Acrénimos dos herbarios
entre parénteses de acordo com Thiers (2018)

Espécies Coletor (Herbério) Forma de vida Habitat
Pereira 1067 (MG) Nas rachaduras das
A. buniifolia Moraes Neto & Feio 02, 05, RU rochas, pareddo rochoso
a pleno sol, solo
06 (MG) pedregoso
Pereira 1065 (MG)
Glaziou 20163 (MG)
Pereira 1066, 1072 (MG) Sobre arenito, em
_ ambiente sombreado,
Herlnger 3534, 6317, 17702 em local aberto a p|en0
A. oblongifolia (MG) RU sol, em paredao
] rochoso, savana, solo
Moraes Neto & Feio 07 pedregos& brejo seco e
(MG) vegetacdo com arvores
e arbustos esparsos
Sobral 3824 (MG) Margem de estrada em

. solo encharcado, mata
Oliveira 6333 (MG) de terra firme, mata

Jangoux 1544 (MG) ciliar, mata baixa sobre

A. phyllitidis RU/TE ;
P Heringer 1025, 3216, 6210 lajeados rochosos,
blocos rochosos, mata

(MG) abaixo de cachoeira
Plowman 8514 (MG) sobre blopos de rocha e
cOrregos
Pereira 1029 (MG) _
) ) Em ambiente
A. presliana Moraes Neto & Feio 01, 03, RU sombreado e a pleno sol
04 (MG)
Em paredéo rochoso a
A. trichorhiza Pereira 1071 (MG) RU beira de estr'c?da a pleno
SO

Legenda: Formas de vida: TE (Terricola); RU (Rupicola).
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TABELA 2. Caracteres anatdbmicos observados nas espécies de Anemia

Caracteristicas A. buniifolia A. elegans A. oblongifolia A. phyllitidis A. presliana A. trichorhiza
Lamina foliar
Folha hipoestomatica + - + + + -
Folha epiestomatica - + - - - -
Folha anfiestomatica - - - - - +
Tricoma glandular - + + + + +
Tricoma n&o glandular + + + + + +
Estegmata conico - - + + + +
Mesofilo homogéneo - + - - - -
Mesofilo ligeiramente dorsiventral + - - + - +
Mesofilo dorsiventral - - + - + -
Extensdo de bainha - + - + - +
Raque
Tricoma glandular + + + -
Tricoma ndo glandular + + + -
Feixe vascular com xilema em V - - - +
Feixe vascular com xilema em arco + + + -
Peciolo
Estdmatos + - + + + 3
Tricoma glandular - + - + - +
Tricoma ndo glandular + + + + + +
Estegmata conico - - + - + +
Estrias de Caspary + + + - + +
Feixe vascular com xilema em V - - - - - -
Feixe vascular com xilema em arco + + + + + +

Legenda: presente (+); ausente (-)



TABELA 3. Resultados de testes histoquimicos na secre¢do de Anemia

MORAES-NETO & FEIO: ANATOMIA FOLIAR DE ANEMIA

Espécies
Testes
A. buniifolia A. oblongifolia A. presliana A. trichorhiza
Lipidios totais Preto de Sudan B - - - -
Compostos fenolicos SFF
totais (fig.28-30) ¥ ¥ * *
Taninos Vanilina cloridrica - - - -
. Reagente de Dragendorff

Alcaloide (fig.31-32) + + + +

. . Vermelho de ruténio
Mucilagem acida (fig.33-35) + + + +

. Acido tanico/cloreto
Mucilagem neutra farri - - - -

érrico
Amido Lugol + + + +
(fig.36-37)
. . Xilidine Ponceau

Proteinas totais (fig.38-39) + + + +

Legenda: resultado positivo (+); resultado negativo (-)
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LEGENDAS E FIGURAS

FIGURAS 1-14. 1. Vista frontal da epiderme adaxial. 2, 5, 6. Vista frontal da epiderme abaxial.
5. Estbmatos do tipo flutuante (setas); 6. Estdmatos do tipo suspenso (seta). 3, 4, 7-14. Seccdes
transversais da lamina foliar. 3. Tricoma ndo glandular; 4. Tricoma glandular. 7. Mesofilo
dorsiventral, notar epiderme uniestratificada e estdomatos acima das células epidérmicas
ordinarias (estrela). 8. Epiderme com estegmata conico (seta). 9. Mesofilo homogéneo. 10.
Mesofilo ligeiramente dorsiventral; 11. Nervura principal cdncavo-convexa. 12. Nervura
principal com sistema vascular anficrival. 13. Extensdo de bainha parenquimatica (setas). 14.
Células esclerenquimaticas (setas) sobre os feixes vasculares anficrivais. Barras = 20 um (3, 4,

8): 50 um (1, 2, 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14).
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Figuras 15-27. 15-20. Secc¢0es transversais da raque de Anemia. 21-27. Secgdes transversais
do peciolo de Anemia. 15-17. 15. Forma cordiforme. 16. Forma cilindroide. 17. Forma
trapezoide. 18. Regido cortical composta por esclerénquima e parénquima. 19. Endoderme
uniestratificada 15, 16. Sistema vascular anficrival arranjado em arco. 20. Sistema vascular
anficrival arranjado em V. 21. Forma cilindroide. 22. Forma trapezoide. 23. Forma cordiforme.
24. Estomatos formando a linha respiratéria. 25. Estegmata conico na epiderme (asterisco). 26.
Sistema vascular com inset da endoderme. 27. Sistema vascular arranjado em arco. Barras =

20 um (25); 50 um (18, 19, 20, 24, 26, 27); 300 pm (15, 16, 17, 21, 22, 23).
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Figuras 28-39. Resultados positivos dos testes histoquimicos aplicados na secrecdo das
estruturas secretoras foliares de Anemia. 28-30. SFF: compostos fendlicos totais, notar a
secrecdo no tricoma glandular (seta). 31, 32. Reagente de Dragendorff: alcaloides (seta). 33-35.
Vermelho de ruténio: mucilagem acida, observar a secrecéo no tricoma glandular (seta). 36, 37.
Lugol: graos de amido. 38-39. Xilidine Ponceau: proteinas totais, notar a secre¢cdo no tricoma

glandular. Barras = 30 um (28, 31-34, 37, 38); = 50 um (29, 30, 35, 36, 39).
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CHECKLIST FOR AUTHORS: FORMATTING MANUSCRIPTS FOR
THE AMERICAN FERN JOURNAL UPDATED JANUARY 2018
(There is a short tutorial to help with formatting manuscripts using Microsoft Word
posted on the American Fern Journal website [http://amerfernsoc.org/journal.html]).

Page charges of ca. $60-$110 USD per printed page will be charged to the authors of each
accepted manuscript after publication.
If at least one author is a member of the American Fern Society, page
charges will be considered optional except for mandatory charges for
color figures (see Page 8 below).
Non-members must agree to accept page charges before a manuscript
will be considered for review.
AFS membership information may be found online at
https://www.amerfernsoc.org/take-action/.

Click the checkbox (') before each item to confirm that your manuscript conforms to the
formatting described by that item ().

Please submit the completed checklist along with your manuscript.

Necessary Components of Regular Manuscripts (see specific instructions for Taxonomic
Treatments and Shorter Notes below):

Manuscripts must be submitted in formats readable by Microsoft Word.

Assemble manuscript in this order: 1) Title page, 2) Abstract page, with key words,
3) Text, 4) Acknowledgments, 5) Literature Cited, 6) Tables, 7) Appendices, if any, 8)
Figure legends. Each figure must be submitted as a separate file, not embedded in the
manuscript file.

Title page: include title and author’s name (or authors’ names) and full address(es)
including country, and email. For multi-authored manuscripts, indicate the

corresponding author, and include his or her email address. Titles should be in bold letters,
with all but connecting words capitalized and the title centered on the page. Author names
should be in LARGE AND SMALL CAPS and centered. Addresses, both physical and e-
mail, should accompany each author’s name and should be centered.

If a species name is included in the title, the binomial must be provided but not the
authority name. The authority name must be included in the text of the paper at the first
mention of the species name (or in a Table). Do not abbreviate genus names that begin
sentences.

Informative, one-paragraph abstract (fewer than 250 words) that begins with the word
Abstract (in small caps) followed by period and em dash (e.g., ABSTRACT.—). Structure
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abstract content to summarize (1) rationale for work, (2) methods applied, (3) results
obtained, and (4) conclusions reached. If species names are mentioned in the abstract, the
authority need not be included.

Key words (up to 5), followed by a period and an em dash (KEY WORDS.—). Do not
include words present in the article title.

Text, including headers and keys if appropriate. The sections should be titled with
LARGE AND SMALL CAPITALS (e.g., MATERIALS AND METHODS, RESULTS,
DISCUSSION) and centered on page. Do not use the title INTRODUCTION.

ACKNOWLEDGMENTS (if desired). It may be appropriate to thank editors and
anonymous reviewers for their contributions to the manuscript.

LITERATURE CITED—see below for formatting instructions.

Place TABLES after Literature Cited, and numbered in the order they first appear in the
text, TABLE 1, TABLE 2, etc. in small caps. Tables must be constructed using the table
feature in a word processor, not using an external program such as Excel. Accompany
each table must with a short descriptive caption.

PLACE figure captions after Tables. Group captions as a series of paragraphs. Label
figures consecutively in the order they first appear in the text, FIG. 1, FIG. 2, etc. in small
caps. In text, use ‘Figure’ only at beginning of sentence, otherwise use ‘Fig.” or ‘Figs.” Do
not use small caps in the text of the manuscript.

For shorter notes and reviews, see checklist at end of this document.

Manuscript Formatting:

Double-space manuscripts throughout.

Set margins (upper, lower, left, right) at 1 inch (2.54 cm), and set Headers and Footers at
0.5 inches (1.27 cm) from top and bottom of page, respectively.

Use 12 point for all text; Cambria or Times New Roman preferred.

In the upper right corner of each page, place the first author's surname with an
abbreviated running title and page number (e.g., DIAMOND ET AL.: AQUAPORINS IN
CHEILANTHES LANOSA 1)

Left-justify all text except section headers—do not submit center-justified or right
justified text.

Do not use footnotes.
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Do not break words at end of lines.

Format second level headings in Italics followed by a period and an em dash with no
spaces (e.g., Taxon sampling.—A total of 92 accessions...). Third level headings are
LARGE AND SMALL CAPITALS followed by an em-dash (—), with normal indentation.

Use S.1. (metric) units for all measures (e.g., distance, elevation, weight) unless quoted or
cited from another source (e.g., specimen citations). Imperial units may be presented but
only if S.I. unit equivalents are also shown.

Use periods (not commas) to designate decimal points in text, tables, and figures.
To indicate a range, use an en dash (e.g., 18-22 cm), not a hyphen (-).

Use hyphens (-) for words (e.g., linear-lanceolate) or names (e.g. Jian-Xing Wang). Do not
hyphenate words at the end of lines in the manuscript.

For within-text citations, Latin words such as sensu lato or et al. must be italicized.
Abbreviate subspecies as ‘subsp.’

Italicize all scientific (Latin) names at the generic and lower levels. Do not italicize plant
family names or families, subfamilies, tribes, etc. This rule applies to all occurrences of
such names—in the main text, the literature cited, figures and figure caption, appendices,
etc.

If a sentence begins with a genus name, spell it out, do not abbreviate it.

Authority data (authors) must be given the first time a taxon (at the rank of species or
below) is mentioned, or alternately in a table where all relevant names are listed (e.g.,
table of voucher specimens). Use authors of plant names as posted on The International
Plant Names Index (http://www.ipni.org/).

Italicize names of DNA loci (e.g., rbcL, ndhF, rpL16, trnL-trnF). This rule applies to all
occurrences of such names—in the main text, literature cited, figures and figure captions,
appendices, etc.

All references cited within the text, appendices, or captions must be included in the
Literature Cited (and vice-versa).

For within-text citations, references with more than three authors, list the first author,
followed by “et al.”. In the Literature Cited section, the reference must list the names of
all authors.

For multiple parenthetical citations, list references alphabetically by surname of primary
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author and separate each author citation by a semi-colon (Anderson et al.,2010; Billings,
1998, 2001; Carlisle and Diamond, 1962).

Use Index Herbariorum (Regnum Veg. 120:1-693. 1990; or http://sweetgum.nybg.org/ih/)
for designations/acronyms of herbaria.
Data [Skip parts of this section if not applicable to your manuscript.]

Voucher specimens must be cited in a table or an appendix to document sources of
morphological and molecular data. VVouchers are herbarium specimens, not living plant
accession numbers from botanical gardens or DNA tube numbers, etc.

All molecular sequences used as data must be deposited in one of the
internationalnucleotide sequence databases, preferably GenBank. Post-review final
manuscript will not be accepted until sequence database accession numbers are included.
Newly reported sequences must be documented by an herbarium specimen. Previously
published sequences may cite the voucher or a literature citation with voucher
information.

All data sets for phylogenetic analyses must be submitted to TreeBASE
(http://www.treeBASE.org). A TreeBASE accession number (study number alone is
acceptable) must be cited in the Materials and Methods section in the final version of the
manuscript. For manuscript review, either submit the data file together with the
manuscript (if data are not yet in TreeBASE) or provide the name and P.I.N. of the author
who submitted the data to TreeBASE. Referees will need this information to gain access
to the submitted data sets.

Citations for primers or sequences for new primers must be given.

Statistics [Skip parts of this section if not applicable to your manuscript.]

Key descriptive statistics of all samples must be either numerically (mean £ standard deviation)
or graphically reported.

Reporting of all statistical tests of hypothesis must include the test statistic (e.g., F, T, or R2),
sample size(s), and associated p-value.

The methods by which parametric assumptions of parametric tests of hypothesis were tested
and the results of those tests must be reported, e.g., “Assumption of homoscedasticity was met

per Levene’s test using a critical value of 0.05”).

When parametric assumptions are not met, appropriate non-parametric tests of hypothesis must
be used.

Post-hoc tests must be reported for all significant multi-sample tests of hypothesis; e.g.,
ANOVA or Kruskal-Wallis tests.

The program(s) used to conduct each statistical test must be reported.
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Rationale for using a critical value other than the standard of 0.05 must be justified.
Taxonomic Treatments [Skip this section if not applicable to your manuscript.]

If a new taxonomic name or combination is included in the title of the manuscript, do NOT
include the name of the taxonomic authority associated with the new name.

For nomenclatural matter (i.e., synonymy, typification) use one paragraph per homotypic
basionym (see Regnum Vegitabile 58:39-40. 1968). Heterotypic basionyms are in separate
paragraphs.

New names and combinations must always be included in the Abstract.

New names and new combinations must be in bold and italicized. All other names of accepted
taxa and synonyms must be italicized but not in bold.

If specimens are cited, use the following forms:
TYPE: MEXICO. Nuevo Ledn: 24 km S of San Roberto Jct., 26 Sep 1970, Turner 6214
(holotype: TEX!; isotype: UC!).

Additional Specimens Examined. U.S.A. Michigan: Lapeer Co., along Flint River, 1.5 mi NE
Columbiaville, 5 Jul 1955, Beal s.n. (NCSC). Ohio: Wood Co., just W Scotch ridge, 7 Jun 1955,
Elev. 350m, Beal 1073 (US).

Note that specimens in the nomenclatural section directly examined by the authors must be
followed by an exclamation point (e.g., US!).

Images of specimens seen by the author must be noted (e.g., Holotype K, image seen).
Each country begins a new paragraph.

Descriptions of new taxa (species and below) must include the following: 1) an illustration (line
drawing) clearly showing the diagnostic characters, 2) a comparison with related (or sympatric,
or similar) taxa in a dichotomous key or table, and 3) a discussion of the characteristics, ecology,
geography, or reproductive biology, etc. that are the basis for its distinctiveness.

When designating a lectotype (or neotype) in your manuscript, use the following format after
the specimen citation: (lectotype, here designated: NY). If citing a lectotype (or neotype)
previously designated, use the following format: (lectotype, designated by Mori, 1991: NY)
and add this citation to the Literature Cited.

Formatting Literature Cited:

List references in alphabetical order according to first author’s surname (last name). List the
references by a given first author in chronological order, regardless of the number of additional
authors. For references that would otherwise have the same in-text citation (e.g., the same
authors and year of publication for those references
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with three or fewer authors, or the same first author and year of publication for those references
with more than three authors), follow the date by the character “a”,
“b”, etc.

Each reference cited in the text, appendices, or captions must be provided in the LITERATURE

CITED, and vice versa.

Names of all authors must be in SMALL CAPS format, including the “AND” in multipleauthor
citations (e.g., RODRIQUES AND SMITH).

Abbreviate authors first or middle names (e.g., R. T. SMITH).

For multiple author works, use ‘AND’ in SMALL CAP letters and preceded by a comma before
name of last author (e.g., R. T. SMITH, Y.-L. WANG, AND A. J. RAMIREZ).

For multi-authored works, the names of all authors must be provided.
Provide complete titles for all journals. Do not abbreviate.

Volume and page numbers must be separated by a colon only, not a colon followed by a space,
with a period after the last page number (e.g., 107:85-96.).

Do not cite the issue of a volume if the journal is paginated continuously across the issues. If
citing number or issue of volume, do so parenthetically after the volume (e.g., 107(1):85-96.).

To separate page numbers use an en dash (e.g., 45-78) not a hyphen (-).

For chapters within a book, cite these using the following format: Wagner, W. H., Jr. 1990.
Ophioglossaceae. Pp. 193-197, in K. U. Kramer and P. S. Green (eds.), The Families and
Genera of Vascular Plants. Volume I. Pteridophytes and Gymnosperms. Springer-Verlag, New

York.

For other matters of form or style, consult recent issues of the American Fern Journal and The
Chicago Manual of Style, 14th ed. (1993, Univ. of Chicago Press, Chicago).

Figures and Illustrations:
Authors must pay charges for the use of color figures. The mandatory charge for color in the
pdf version only and grayscale in print is $60 per figure. The mandatory charge for color in

both pdf and print is approximately $90 per figure.

Illustrations must be proportioned to fit the page width (5 inches or 12.5 cm) with caption
ultimately to be included on the same page.

High-resolution files are required for final publication.
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Grayscale or color images with no text must be submitted at 300 dpi or higher. Combination,
color, or grayscale with text must be at 600 dpi or higher.

Line/bitmap, text, and line images (black and white) must be submitted at 1200 pixels per inch
(dpi). Image files must be saved with LZW compression and with grayscale.

Minimum thickness for lines is 0.25 points.

Submit image files in TIFF (.tif), JPEG (.jpg), PDF (.pdf), Photoshop (.psd) or EPS (.eps)
format.

In composite blocks, abut edges of adjacent photographs.

Avoid combining continuous-tone and line-copy in single illustrations.

Include a scale and indication of latitude and longitude in each map.

Please note that nearly all images that are downloaded from the Internet or that are in JPEG or
GIF format will be 72 dpi and not acceptable for the printing process.

For additional information, please refer to the Allen Press online “Guide to Art
Preparation” and “Guide to Allen veriFig” at: http://allenpress.com/resources/library

Formatting Shorter Notes:
Place the heading SHORTER NOTE at the top of the first page in bold, small caps.
Shorter Notes do not have Abstracts or Key Words.

Begin manuscript with descriptive title in bold, followed by a period and an em dash. (e.g.,
First record of Pellaea ovata (Pteridaceae) from Brazil.—).

Immediately (no spaces) after title, place text, double spaced.

Citations must be provided parenthetically (e.g., Reed, American Fern Journal 42:53-56.
1952). Spell out journal titles (do not abbreviate) and do not include title of journal articles.

Once a source has been cited, a second citation of the same source need only refer to the
author(s) and year of publication.
Volume and page numbers must be separated by a colon only, not a colon followed by a
space, with a period after the last page number (e.g., 107:85-96.).

Do not cite the issue of a volume if the journal is paginated continuously across the issues.
If citing number or issue of volume, do so parenthetically after the volume (e.g., 107(1):85-
96.)
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To separate page numbers use an en dash (e.g., 45-78) not a hyphen (-).

Names of authors must follow acknowledgements in final paragraph of manuscript. Last
sentence of acknowledgements must end with a period followed by an em dash (e.g., ...for
improvements to the manuscript.—). Author names must be formatted in small caps (e.g.,
C.J. ROTHFELS, E. M. SIGEL, AND M. D. WINDHAM) followed by address.

Figures and Illustrations must be formatted per instructions for full-length manuscripts;
see above.

Additional stipulations for preparation of manuscripts can be found at
http://amerfernsoc.org/journal.html by clicking on AFS Fern Journal in the list to the
right.
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