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ANATOMIA, MICROMORFOLOGIA E EVOLUGCAO DE CARACTERES EM
ASPLENIACEAE NEWMAN.

RESUMO

A anatomia vegetal vem se confirmado ha tempo como uma fonte
importante de dados para a taxonomia e filogenia. No entanto sdo escassos
trabalhos que tratem de samambaias, em especial de 6rgaos como a raiz e o caule.
O presente trabalho teve como objetivos: descrever a anatomia do eixo vegetativo
de espécies de Aspleniaceae Newman ocorrentes no Brasil e avaliar a eficiéncia dos
caracteres anatomicos da folha, da raiz e do caule para a segregacdo taxondmica
dos géneros e espécies; analisar a micromorfologia dos elementos traqueais
contribuindo para um melhor entendimento do funcionamento do sistema
vascular no grupo. Por fim incluir os dados anatémicos gerados na andlise
filogenética do grupo e mapear a evolucao de determinados caracteres anatomicos.
As 20 espécies coletadas foram tratadas com a metodologia usual em anatomia
vegetal e a reconstrucao dos estados ancestrais foi realizada com o auxilio do
Mesquite. Os dados obtidos no presente trabalho confirmaram a importancia da
anatomia vegetal como fonte de dados para a taxonomia e também para a filogenia.
A presenca de células esclerenquimdticas de parede periclinal interna mais
espessa na raiz e a disposicdo dos meristelos no caule, por exemplo, foram
reconhecidas como uma sinapomorfias do género Asplenium. Ja algumas
caracteristicas observadas na folha, como rafides, tricomas, cloroplastos nas
células ordindrias da epiderme, células mucilagionas e formato dos feixes
vasculares mostraram-se diagndsticas para algumas espécies. O xilema da maior
parte das espécies é constituido por traqueides que ocorrem agrupados e
apresentam faces repletas de pontoagdes escalariformes. Duas espécies,
Hymenasplenium triquetrum e Asplenium monanthes apresentasm elementos de
vaso. Dezoito caracteristicas mostraram-se informativas para a filogenia. O tipo de

esclereides ao redor da endoderme da raiz, por exemplo, separou o grupo externo



e os géneros Hymenasplenium e Asplenium A presenca de linhas laterais é uma
sinapomorfia do clado que agrega A. auritum e A. auriculatum, um ja sabido grupo
de afinidade morfolégica. J& outras caracteristicas parecem ter surgido

independentemente enquanto outras regrediram em alguns clados.

Palavras-chave: samambaias, filogenia, elementos traqueais.

Rio de Janeiro
2015



ANATOMY, MICROMORPHOLOGY AND CARACTER EVOLUTION IN A
SPLENIACEAE NEWMAN.

ABSTRACT

The plant anatomy has been confirmed for time as an important data source for
the taxonomy and phylogeny. However there are few works dealing with ferns,
especially organs like the root and the stem. This study aimed to: describe the
anatomy of the vegetative axis Species Aspleniaceae Newman occurring in Brazil
and evaluate the efficiency of the anatomical characters of the leaf, root and stem
to the taxonomic segregation of genera and species; analyzing the morphology of
tracheary elements contributing to a better understanding of the functioning of the
vascular system in the group. Finally include the anatomical data generated in the
phylogenetic analysis of the group and map the evolution of certain anatomical
characters. The 20 species collected were treated with the usual methodology in
plant anatomy and reconstruction of ancestral states was carried out with the help
of Mesquite. The data obtained in this study confirmed the importance of plant
anatomy as a data source for taxonomy and also to phylogeny. The presence of
sclerenchyma cells paraclinal inner wall thicker at the root meristeles and
arrangement of the stem, for example, have been recognized as a sinapomorphies
Asplenium the like. Some features observed on the sheet, as raphids, trichomes,
chloroplasts in the ordinary epidermal cells , mucilagionas cells and vascular
bundles format proved to be diagnostic for some species . The xylem of most
species consists of tracheids occurring faces have grouped and pits filled with
scalariform. Two species, Hymenasplenium triquetrum and Asplenium monanthes
has vessel elements. Eighteen characteristics proved informative for
phylogenetics . The type of sclereids around the root endodermis, for example,
separated and external group Hymenasplenium genera and Aasplenium. The

presence of lateral lines is a synapomorphy that adds A. auritum and A.



auriculatum, an already known affinity group morphological . Have other features

seem to have arisen independently while others regressed in some clades .

Key-words: anatomy, micromorfology, ferns, phylogeny.
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INTRODUCAO

Dentre todos os trabalhos que analisam a anatomia de samambaias, o
intitulado “Comparative anatomy of vegetative organs of the pteridophytes” de
Ogura (1972) pode ser considerada a documentacdo mais completa sobre o
assunto, pois além de trazer informagdes gerais sobre a anatomia do grupo,
também descreve as principais familias e géneros. Atualmente varios
pesquisadores tem se dedicado ao tema e de acordo com White & Turner (1995),
que fizeram uma extensa revisdo sobre o assunto, a diversidade anatémica das
samambaias fazem da anatomia comparativa funcional um campo de pesquisas
promissor. A seguir sdo considerados os principais trabalhos sobre a anatomia de
samambaias em diferentes 6rgdos e as principais tendéncias de linhas de pesquisa
sobre o assunto.

1.1. Raiz

As raizes das samambaias sdo adventicias e emergem de caules, ou
bases de folhas para o substrato. Em caules eretos elas cobrem toda a base do caule
formando um “manto de raiz” (Ogura 1972). A anatomia radicular ja foi explorada
em diversos trabalhos (Ogura 1972, Schneider, 1996,) que apontaram algumas
tendéncias gerais para o grupo: coifa transitdria produzida por um caliptrogénio,
cortex contendo tecido mecadnico em quase todas as espécies, espagos
intercelulares pequenos, estelo constituido de um cilindro vascular central e
periciclo circundado por uma camada de endoderme.

A anatomia da raiz é considerada por Schneider (1996) como uma boa
fonte de caracteristicas para a sistematica e filogenia. O autor é certamente um dos
pesquisadores mais entusiasmados pelo assunto tendo ndo s6 comparado raizes
de varias familias, mas também relacionado a evolu¢do da anatomia do 6rgdo com
o habito da planta, fung¢do e ambiente. Analisando Hymenophyllaceae o autor
postulou uma progressao evolutiva de samambaias com um sistema radicular bem
desenvolvido para samambaias sem raiz. De acordo com o autor, as espécies
epifitas sdo caracterizadas pela reducao do sistema radicular e uma transferéncia
das fungdes das raizes para outros drgaos. Em muitas espécies as folhas podem
absorver agua e nutrientes devido a auséncia de uma cuticula espessa, enquanto
outras absorvem agua pelo rizoma que costuma apresentar cuticula muito fina ou

ausente e indumentos que podem reter agua por capilaridade.
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1.2. Caule

Existe uma grande variedade de formas e tamanhos de caules de
samambaias e essa diversidade se reflete na anatomia desse 6rgdo. Ogura (1972)
aponta que a diferenciacdo do caule em epiderme, cortex e estelo é muito clara e
certamente o ultimo é o mais estudado.

Durante a segunda metade do século vinte o aumento da énfase colocada na
importancia do sistema vascular levou a formulacdo da “teoria do estelo”. O
conceito de estelo foi usado por Van Tieghen para designar nao somente os tecidos
vasculares primarios, mas também os tecidos conjuntivos associados: periciclo,
raios vasculares e, quando presente, o tecido medular (Gifford & Foster 1989).
Essa visdao trouxe um forte impacto na forma de interpretar os dados sobre
vascularizagdo, pois os varios feixes que formam o sistema vascular de uma planta
passaram a ser tratados como equivalentes morfolégicos de uma coluna tnica de
sistema vascular. Antes da introdug¢do do conceito um tnico feixe era equiparado a
toda uma coluna de tecido vascular (Beck et al. 1982).

O conceito é amplamente utilizado em samambaias, ja que a endoderme é
sempre muito marcante e os limites do estelo podem ser facilmente identificados,
0 que nao ocorre com as Fanerdgamas (Ogura 1972). De acordo com Schmidt
(1982), essa facilidade em reconhecer o estelo em plantas vasculares sem
sementes, levou a uma série de trabalhos (Boodle 1901; Lang 1912). Em
samambaias € possivel observar espécies com protostelo, sifonostelo e dictiostelo
e por algum tempo os pesquisadores acreditaram que o eustelo das plantas com
sementes tinha evoluido por uma disseccdo continua do sifonostelo das
samambaias (Jefrey 1902). No entanto Namboodiri e Beck (1968) observando o
estelo de progimnospermas demonstraram que o eustelo evolui diretamente do
protostelo e que sifonostelo e eustelo ndo compartilham a mesma histéria
evolutiva.

Os elementos traqueais de samambaias também tém gerado especial
atencdo por parte dos pesquisadores (Bancroft 1911, Carlquist 1975, Carlquist &
Schneider 1997a, 1997 b, 1998a, 1998b, 1998 ¢, 1999, 2000a, 2000b, 2000c,
Carlquist et al. 1999, 2000, 1997, Schneider & Carlquist 1997, 1998a, 1998b,
1998c, 1998d, 1999a, 1999b, 1999c, 2000a, 2000b, 2001 ). Tamanho interesse
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surge do fato de algumas espécies apresentarem elementos traqueais unicos que
sdo observados somente em samambaias. Esses elementos apresentam placas de
perfuracdo laterais e sdo denominados vasos escalariformes. Os autores concluem
que esses elementos traqueais ocorrem em fasciculos e o contato tao direto entre
as células de transporte sugere conducao de agua. Isso pode ser especialmente util
em samambaias, ja que suas raizes sao adventicias e elementos traqueais do caule
e raiz podem ser facilmente concectados. De acordo com os autores, embora todas
as samambaias apresentem caracteristicas em comum, a diversidade anatémica do
xilema no grupo é enorme e sugere que muito ainda deva ser aprendido,
principalmente sobre os aspectos fisioldgicos envolvidos no processo de conducido

de agua.

1.3. Folha

Nas samambaias as folhas constituem os 6rgdos dominantes e podem ser
inteiras ou compostas com pinas e pinulas arranjadas ao longo da raque (Figuras 1,
2,3 e 4). Apresentam delimitacdo adaxial e abaxial clara, com tecido laminar
suprido por muitos tracos vasculares (Vasco et al. 2013). Na lamina foliar a
epiderme é certamente o principal foco de estudos da folha, tendo o mesofilo sido
fonte de poucos trabalhos. Ja no peciolo a epiderme é pouco explorada pelos
pesquisadores sendo o sistema vascular o principal interesse.

A epiderme das espécies de samambaias provavelmente despertou o
interesse dos anatomistas por suas peculiaridades, como a presenca de
cloroplastos, por vezes maiores e em maior quantidade que os encontrados em
outros tecidos da mesma folha (Wylie 1948, Ogura 1972). A auséncia de
cloroplastos na epiderme de plantas com sementes (exceto células-guarda) é
melhor interpretada como uma perda que acaba por representar uma
sinapomorfia para as Fanerégamas (Vasco et al. 2013). Outra caracteristica
incomum em grupos mais derivados é a presenca de corpos silicosos na epiderme.
Em um amplo estudo realizado por Mazundar (2010) esses cristais foram
observados em 163 espécies de samambaias e aparentemente estdo relacionados

com uma optimizacdo de captura de luz.
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Figura 1. Lamina foliar de Asplenium unisseriale e Figura 2. A.

oligophyllum evidenciando lamina pinada e soros lineares.

A estrutura e a ontogenia dos estdmatos tém sido investigadas devido a sua
diversidade (Mickel & Lersten 1967, Rolleri et al. 1991, Sem & De 1992). Mickel &
Lersten (1967) discutiram a questdo dos estomatos flutuantes (adetostomia)
ocorrentes em algumas familias, enquanto a ontogenia e classificacio dos
estOmatos das principais familias de samambaias foram bem exploradas no

4
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trabalho de Sem & De (1992) que, analisando todas as familias, observaram 24

diferentes tipos de estdmatos, sendo o tipo polocitico o de maior ocorréncia.

Figuras 3 e 4. Asplenium auritum e A. auriculatum respectivamente.

O peciolo geralmente é estudado pela diversidade de formatos de xilema e
consequente aplicacdo a taxonomia (Ogura 1972). Tal caracteristica € por si so tao
importante que ja foi utilizada para a construcdo de uma chave de espécies de
samambaias ocorrentes na Europa. No entanto, atualmente, a filogenia parece ser o
principal interesse da maior parte dos taxonomistas e, um recente trabalho
(Hernandez- Hernandez et al. 2012) chamou a atencao por evidenciar o potencial
de uma caracteristica para a filogenia. Os autores analisaram no peciolo de 89
espécies de samambaias a presengca de uma camada mais interna do tecido
fundamental adjacente a endoderme denominada “banda circuendodérmica” ou
CB. Os autores observaram que as espécies de familias mais derivadas
apresentavam a CB (54 espécies) e evidenciaram ainda que estados de caracter do
peciolo, como o numero de feixes vasculares e a presenca e configuracao da CB,

contribuem no entendimento da evolugdo das samambaias.
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3. O estudo anatomico de samambaias no Brasil

A anatomia de samambaias brasileiras foi pouco estudada e quase sempre
com enfoque taxonOmico, como no trabalho de Gragano & Prado (2001) que
analisaram a anatomia foliar de espécies da familia Pteridaceae do Parque Estadual
do Rio Doce em Minas Gerais ou no de Barros & Silva (1996) que estudaram os
estomatos de Pteris schwackeana.

Kraus et al. (1993), no entanto, optaram por analisar a atividade
meristematica estudando a anatomia das galhas de Microgramma squamulosa
(Kauf.) Sota (Polypodiaceae). Ja Ribeiro et al. (2007 a, 2007 b, 2011) estudaram o
género Anemia Sw. com um enfoque ecoldgico analisando a anatomia de espécies
ocorrentes em afloramentos rochosos e a variacdo intraespecifica de diferentes
populagdes. Os autores observaram que as samambaias respondem ao ambiente
da mesma forma que as Angiospermas, ou seja, com variacdes no tamanho e
quantidade de estomatos, tricomas, camadas de mesofilo e etc.

Para a familia Aspleniaceae, o Unico trabalho encontrado no pais é a
dissertacdo de mestrado de Ferrari (2009) que analisou seis espécies de Asplenium
ocorrentes na Serra do Brigadeiro em Minas Gerais.

Apesar das samambaias serem foco de estudo constante por anatomistas no
mundo, existe poucos anatomistas dedicando-se ao grupo no Brasil e isso fica
evidente ao considerarmos o numero de trabalhos citados nesse texto. Windisch
(2000) fez um comentario sobre a escassez de estudos em samambaias ocorrentes
no Brasil e ressalta que esses estudos podem trazer importantes contribuicdes
para a pteridologia brasileira. De acordo com Prado (1989) os caracteres
anatomicos podem ter grande utilidade sobre a evolucao e as relagdes filogenéticas

entre os grupos de Monilophyta.

4. A anatomia de Aspleniaceae
Atualmente sdo reconhecidas 78 espécies de Aspleniaceae Newman. no
Brasil, sendo 23 endémicas (Sylvestre 2014). Essas espécies ocupam diferentes
ambientes, sendo particularmente abundantes nos ecossistemas florestais.

Algumas espécies sdo tipicamente terricolas, mas em sua maior parte sdo ervas
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preferencialmente epifitas ou rupicolas, sendo a terceira familia de samambaias
em numero de espécies epifitas. Muitas sdo epifitas facultativas e algumas sdo
preferenciais podendo ser encontradas, muito raramente, em substrato rochoso,
tais como A. mucronatum. Outras espécies sdo comuns ao longo de cursos d'agua,
geralmente entre ou sobre rochas. Algumas, como Hymenasplenium triquetrum,
crescem praticamente dentro dos corregos ou nas cachoeiras (Sylvetre 2001).

Aspleniaceae é comumente apontada como uma familia derivada dentro das
samambaias (Schneider 2004). Acredita-se que com a proliferacio das
Angiospermas foram criados novos espagos nos quais certas linhagens puderam se
diversificar e muitas samambaias modernas como Aspleniaceae crescem
preferencialmente em condicdes de baixa luz presentes nas florestas de
Angiospermas ou como epifitas.

Tryon & Tryon (1982) consideraram que as espécies do género Asplenium
nunca foram satisfatoriamente delimitadas em uma classificacao infragenérica e
que evidentemente representam uma multiplicidade de linhas evolutivas que nao
sdo prontamente classificadas dentro de sub-géneros ou secdes. Dessa forma,
optaram por ndo estabelecerem categorias infragenéricas formais, reconhecendo
apenas grupos afins. Tal tendéncia foi seguida por Sylvestre (2001) em sua revisdo
taxonOmica de espécies de Aspleniaceae ocorrentes no Brasil, onde reconheceu
tais grupos de afinidade nas espécies que analisou.

A filogenia da familia Aspleniaceae comegou a ser analisada no final da
década de noventa por Murakami et al. (1998, 1999). Tais estudos indicam que
folhas com laminas simples sdo um exemplo de caracteristicas morfolégicas que
talvez tenham evoluido independentemente varias vezes dentro da familia.
trabalho mais expressivo sobre a filogenia de Aspleniaceae é, no entanto, o de
Schneider (2004) que baseando-se em dados de sequencia de rbcL e trnL-F
analisou a filogenia da familia e suas implicagdes para a biogeografia. Esse estudo,
o autor reconhece oito clados de Asplenium (Figura 5) e indica que a distribuicdo
da familia ndo pode ser explicada unicamente por eventos de dispersao e exting¢ao,
mas principalmente por eventos de vicariancia.

A anatomia da familia Aspleniaceae foi descrita por Ogura (1972). De
acordo com o autor a familia se caracteriza por apresentar raizes diarcas com

epiderme coberta de pélos radiculares; caule com sistema vascular dictiostélico;
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peciolos com dois meristelos em forma de arco que na regido distal se unem
formando xilema em forma de V, X ou T e lamina foliar hipoestomatica com
mesofilo diferenciado em paligadico e lacunoso.

Muitos trabalhos focaram a taxonomia do grupo e ficou evidente que o
sistema vascular é uma das caracteristicas mais présperas para a sistematica de
Aspleniaceae. Um bom exemplo é dado por Umikalsom (1992) que descreveu
espécies de Aspleniaceae e concluiu que alguns aspectos do sistema vascular
fornecem informagdes taxondmicas uteis para a segregacdo dos géneros
analisados. Outro trabalho expressivo foi o de Hayata (1927), que reconheceu a
organizacdo do estelo como uma caracteristica ttil para distinguir os géneros da
familia. De acordo com o autor a familia apresenta espécies com dictiostelo tipico,
perfurado e dorsiventral sendo que o ultimo tipo foi utilizado para descrever o
género Hymenasplenium Hayata. Atualmente a filogenia de Schneider (2004) apoia
o reconhecimento do género Hymenasplenium.

A lamina foliar de Aspleniaceae ja despertou interesse de muitos
pesquisadores como Chaerle e Viane (2004) que analisaram falsas nervuras em 16
espécies africanas de Asplenium e concluiram que estas podem ser vestigios da
fusdo de pinas, o que promoveu uma evidéncia independente para uma antiga
hipotese de que espécies de Asplenium com folhas menos lobadas originaram-se de
ancestrais com folhas pronunciadamente lobadas. Além disso, os autores
observaram que juntamente com outras caracteristicas anatdmicas a ocorréncia de
falsas venacgdes é de grande utilidade na segregacao das espécies.

Lavaelle e Prada (2007) analisaram varios aspectos anatomicos e
morfologicos de Asplenium daredoides Desv. e observaram estdmatos polociticos e
face abaxial da epiderme com paredes anticlinais menos sinuosas. Apostolakos e
Galatis (1999) descreveram a morfogénese dos estomatos de Asplenium nidus L.,
sendo o Unico trabalho em ultraestrutura encontrado para a familia. Os autores
observaram que as células estomdticas de Asplenium seguem um processo de
morfogénese incomum, no qual os microtubulos e os filamentos de actina tém
importancia crucial.

Asplenium apresenta uma raiz muito peculiar com caracteristicas que
parecem ser fonte ndo somente para a taxonomia, mas também para o

entendimento da ecologia do grupo. Uma dessas caracteristicas incomuns em



Wetzel, M. L. .R Introdugao

samambaias é a presenca de espessamentos em hélice nas células corticais da raiz
que se assemelham com os espessamentos de células de Orquideas, mas ocorrem
em células vivas e podem ser uma adaptagdo ao estresse hidrico (Leroux et al.
2011 a). Leroux et al (2011 b) analisaram ainda a composicdo desses
espessamentos, basicamente de homogalacturonano, xiloglucano e celulose, e
concluiram que talvez sejam uma reac¢do a invasdo de microébios. O sistema estelar
do tipo dictiostele (Ogura 1972) e as camadas mais internas do cértex da raiz
contendo esclereides com paredes periclinais internas muito espessas e paredes
periclinais externas delgadas (Schneider 1996), sdo caracteristicas encontradas em
todas as Aspleniaceae. A anatomia tipica da raiz pode até mesmo ser considerada
uma sinapomorfia do género (Schneider 2004). Caracteristicas como tipo de
estdomatos (Sen & De 1992), formato dos feixes vasculares, presenca de substancias
ergasticas e compostos fendlicos variam de espécie para espécie sendo
potencialmente aplicaveis na taxonomia do grupo.

Existem ainda alguns poucos trabalhos que descreveram a anatomia de raiz,
caule e folha de determinadas espécies como Asplenium ruta-muraria (Bercu 2005)

e Asplenium lepidum (Bercu 2007).
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OBJETIVOS

Capitulol. Anatomia de espécies de Aspleniaceae Newman ocorrentes no
Brasil.: contribui¢des a taxonomia.
e Descrever a anatomia do eixo vegetativo de espécies de
Aspleniaceae ocorrentes no Brasil e agrupar as espécies
analisadas.
e Avaliar a eficiéncia dos caracteres anatomicos da folha, da
raiz e do caule para a segregacdo taxondmica dos géneros e
espécies.
e Analisar se a anatomia da raiz, carater referido como uma
das sinapomorfias de Aspleniaceae, é constante nas

espécies ocorrentes no Brasil.

Capitulo 2. Elementos traqueais de espécies de Aspleniacae Newman
ocorrentes no Brasil.

e Analisar e descrever os elementos traqueais em detalhes

contribuindo para um melhor entendimento do

funcionamento do sistema vascular no grupo.

Capitulo 3. Evolugao de caracteres anatomicos em Aspleniaceae Newman
¢ Incluir os dados anatdmicos gerados na analise filogenética
do grupo.
e Analisar a evolugdo de determinados caracteres

anatdmicos no grupo

11
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JUSTIFICATIVA

A descricao da anatomia do eixo vegetativo das espécies de Aspleniaceae
ocorrentes em um dos principais centros de especiacdo da familia no Neotrdpico
(regides sul e sudeste do Brasil) ajudara a preencher uma lacuna nessa area, nao s6
fornecendo dados basicos sobre Asplenium, mas também contribuindo para a
segregacdo das espécies. Além disso, a inclusdo de dados referentes a anatomia na
filogenia do grupo contribuird na compreensao da evolu¢do do grupo e permitira

uma comparacao com a filogenia proposta por Schneider (2004).

12
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Anatomia de espécies de Aspleniaceae Newman ocorrentes no
Brasil: contribuicdo a taxonomia.

RESUMO

Varios trabalhos sobre a familia Aspleniaceae vem demonstrado a utilidade
dos caracteres anatdmicos para a taxonomia do grupo, no entanto trabalhos sobre
a anatomia de espécies ocorrentes no Brasil sdo escassos. Com o objetivo de ajudar
a preencher tal lacuna o presente trabalho descreve a anatomia do eixo vegetativo
de espécies de Aspleniaceae ocorrentes no Brasil e avalia a eficiéncia dos
caracteres anatémicos da folha, da raiz e do caule para a segregacdo taxondmica
dos géneros e espécies. De fato, a anatomia do grupo se mostrou ser uma boa fonte
de informagcdes para a sistemdtica. Caracteristicas como a presenca de
esclerénquima com células de paredes periclinais internas mais espessas na raiz e
a distribuicdo dos meristelos no caule sdo importantes na segregacdo do género
Hymenasplenium. Ja a ocorréncia de rafides, pequenos cristais, tricomas e o
formato do xilema sdo diagnoésticos para algumas espécies.

Palvras-chave: samambaias, Aspleniaceae, Hymenasplenium.

ABSTRACT

Several studies on the Aspleniaceae family has demonstrated the usefulness
of anatomical characters for the group's taxonomy, however work on the anatomy
of species occurring in Brazil are scarce. In order to help fill this gap this paper
describes the anatomy of the vegetative axis Species Aspleniaceae occurring in
Brazil and evaluates the efficiency of anatomical characters of the leaf, root and
stem to the taxonomic segregation of genera and species. In fact, the anatomy of
the group turned out to be a good source of information for the systematic.
Features such as the presence of sclerenchyma cells with thicker internal periclinal
walls at the root and the distribution of meristeles stem are important in
segregation Hymenasplenium genre. The incidence raphids, small crystals,

trichomes and the xylem format are diagnostic for some species.

Keywords: anatomy, ferns, Aspleniaceae, Hymenasplenium.

20



Wetzel, M. L. .R Capitulo 1

INTRODUCAO

Aspleniaceae é uma das maiores e mais derivadas familias de samambaias
leptosporangiadas e vem despertando interesse de varios pesquisadores ndo
somente pela sua morfologia, mas também por varios aspectos de sua anatomia
(Kramer & Viane 1990, Schneider et al. 2004). Filogeneticamente, esta posicionada
no clado das Eupolipdides II, cuja maioria dos seus representantes possuem dois
feixes vasculares na base do peciolo e soros lineares indusiados (Schneider et al.
20042, Smith et al. 2006, Rothfels et al. 2012, Sundue & Rothfels 2014)

A familia se caracteriza pela presenca de caule com estelo do tipo
dictiostelo. A disposicdo e tamanho dos meristelos no d6rgdo foi utilizada por
Hayata (1927) na segregacdo do género Hymenasplenium, o que demonstra a
grande importancia dos caracteres anatomicos para a familia. Outras
caracteristicas como tipos de estomatos (Sem & De 1992, Apostolakos & Galatis
1999), tipos de feixe vascular (Iwatsuki & Kato 1975, Umikalson 1992), falsas
venagoes, formato do xilema na regido distal do peciolo (Ogura 1972) e presenca
de substancias ergasticas e compostos fenolicos variam entre as espécies e foram
usados com sucesso na taxonomia do grupo. Mais recentemente, alguns trabalhos
apontam a utilidade de caracteristicas anatémicas na compreensao de varios
aspectos funcionais (Schneider et al. 2004b, Leroux et al. 2011b) e ainda ha
trabalhos que utilizam dados anatémicos na anadlise filogenética do grupo
(Schneider et al. 2004b, Hernandez-Hernandez et al. 2012).

Apesar da anatomia da familia Aspleniaceae ja ter despertado o interesse de
pesquisadores em todo o mundo, trabalhos com espécies brasileiras sao
praticamente inexistentes (Sylvestre 2001), e apenas uma dissertacdo sobre a
anatomia da folha foi encontrada (Ferrari 2009). Tal fato surpreende, ja que € na
regido tropical que ocorre a maior diversidade tanto de espécies quanto de
habitats e isso provavelmente implica em maior variedade morfologica.

O presente trabalho tem como objetivos descrever a anatomia do eixo
vegetativo de espécies de Aspleniaceae ocorrentes no Brasil e avaliar a eficiéncia
dos caracteres anatomicos da folha, da raiz e do caule para a segregacdo

taxondmica dos géneros e espécies. Além disso verificar se anatomia peculiar da
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raiz de Aspleniaceae é realmente a sinapomorfia da familia como proposto por

Schneider (2004b).
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MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de 20 espécies de Aspleniaceae Newman que
abrangem representantes de todos os grupos de afinidade apontados por Tryon & Tryon
(1982). Os individuos foram imediatamente conservados em alcool 70% (Johansen
1940) e seus respectivos locais de coleta e habitat encontram-se discriminados na
tabela 1.

Foram feitos cortes transversais nas regides proximal, mediana e distal de
todas as raizes, que tem entre 4 e 10 cm de comprimento. Os caules foram
secionados transversalmente e longitudinalmente. Como em Asplenium os caules
eretos sdo normalmente mais curtos (até cerca de 5 cm) e os reptantes mais longos
e ramificados optou-se por cortar ambos na regido mediana. Para a analise da folha
foram utilizadas frondes adultas e totalmente expandidas. No peciolo foram feitos
cortes nas regioes proximal, mediana e distal, enquanto no ter¢co médio da lamina
foliar, foram feitos cortes transversais na nervura mediana, na regido intercostal,
e no bordo.

As secgdes foram feitas a mao livre, com lamina de barbear e em micrétomo
rotativo, quando incluidas em Historesina (Leica). Os cortes feitos a mao livre
foram colocados no hipoclorito de so6dio, agua acidulada, lavados em 4&gua
destilada, corados com safranina-azul de Astra, desidratados em série etilica, a
seguir no xilol e montados em balsamo-do-Canada (Bukatsh 1972). O material
incluido em historesina foi corado com azul de toluidina (O’Brien et al. 1965) em
tampao fosfato, utilizando-se balsamo-do-Canada como meio de montagem.

Para a dissociacdo da epiderme e preparacdao de macerados utilizou-se o
método de Franklin (1945 apud Kraus e Arduin 1997, modificado), com acido
acético e peroxido de hidrogénio corado com safranina 1% em etanol 50 GL
(johansen 1940) e montado em glicerina.

Testes histoquimicos foram feitos em folhas frescas tratadas com os
seguintes reagentes: Sudan III, para detectar lipideos (Jensen1962); Lugol para
graos de amido (Langeron 1949); cloreto de zinco iodado para celulose (Jensen
1962). A deteccao de compostos fendlicos foi feita com sulfato ferroso (Johansen

1940).
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As descri¢des anatdémicas foram realizadas usando um microscopio 6ptico
Olympus BX50 acoplado com software de analise de imagens Image-Pro Plus
versdo3. As imagens foram capturadas com o uso de uma camera Cool SNAP-Pro
acoplada ao microscopio éptico.

Para a identificacdo dos estdomatos optou-se por utilizar a classificacao

proposta por Sen & De (1992).
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Tabela 1. Espécies de Aspleniaceae Newman coletadas com os respectivos locais de

coleta e habitat.

Espécies
Asplenium.auriculatum Sw.
A. auritum Sw.
A. balansae (Baker) Sylvestre
A. castaneum Scchltdl. & Cham
A. douglassi Hook. & Grev.
A. harpeodes Kunze
A. inaequilaterale Willd
A. kunzeanum Klotzsch ex Rosenst.
A. martianum C. Chr
A. monanthes L.
A. mourai Hieron.
A. oligophyllum Kaulf.
A. pseudonitidum Hook.
A. raddianum Gaudich.
A. regulare Sw.
A. scandicinum Kaulf.
A. serra Langsd. et Fisch.
A. serratum L.
A. unisseriale Raddi
Hymenasplenium triquetrum (N.

Murak. et R. C. Moran) L. Regalado
& Prada

Numero de coleta

Damascen, 396 (RB)
Damasceno, 425 (RB)

M. G. Santos, 1080 (RB)

Condack & Damasceno s.n (RFA)

Bovini 3689 (RB)
Damasceno 352 (RB)
Sylvestre 2209 (RB)
Damasceno 403 (RB)
Sylvestre 2159 (RB)
Sylvestre 2189 (RB)
Damasceno 402 (RB)
Damasceno 401 (RB)
Sylvestre 2175 (RB)
Sylvestre 2179 (RB)

Jascone s.n
Damasceno 392 (RB)
Sylvestre 2164 (RB)

(RFA)
Sylvestre 21 74 (RB)

Sylvestre 2208 (RB)

Localizacao

[tatiaia, R]
[tatiaia, R]
Niterdi, R]
Caparad, MG
Ilhas Cagarras, R]
[tatiaia, R]
Cachoeiras de Macacu,
R]
[tatiaia, R]
[tatiaia, R]
[tamonte, MG
[tatiaia, R]
[tatiaia, R]
Teresodpolis, R]
[tatiaia, R]
Guapimirim, R]
[tatiaia, R]
[tatiaia, R]
Nova Iguacu, R]
Teresodpolis, R]

Cachoeiras de Macacu,
R]

Habitat

rupicola
rupicola
terricola
rupicola
terricola
saxicola
rupicola
terricola
terricola
rupicola
saxicola
terricola
terricola
epifita
Rupicola
epifita
terricola
rupicola
terricola

Rupicola
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RESULTADOS

Descri¢do anatémica

Raiz (Figuras 1-8)

O sistema radicular é fasciculado com varias raizes adventicias
desenvolvendo-se a partir do caule. Na maior parte das espécies analisadas a raiz é
delgada e somente em algumas espécies terricolas foi possivel observar raizes um
pouco mais espessas

A epiderme das espécies de Aspleniaceae analisadas, no plano transversal,
apresenta células comuns com parede periclinal externa convexa (Figura 1). Na
regido distal é possivel observar pélos radiculares, que sao, no entanto, escassos
sendo comum a ocorréncia de apenas dois ao se observar uma sec¢ao transversal.

O cortex externo é composto por parénquima (Figuras 1, 2 e 3) com células
poliédricas de parede delgada. Os espacgos intercelulares sdo inconspicuos e de
dificil visualizagdo. Micrdbios invasores sao observados dentro das células
parenquimaticas de Hymenasplenium triquetrum e Asplenium unisseriale (Figura
2), onde foi possivel observar hifas de fungos. Outra caracteristica constante nas
espécies analisadas é a presenca de deposi¢coes na parede celular (CWAs), que no
cortex externo, podem se apresentar como espessamentos em hélice (HCWTs)
(Figura 3).

O coértex interno é marcado pela presenga de esclereides que formam uma
banda ao redor da endoderme (banda circuendodérmica) (Figura 4). A mesma
ocorre em todas as espécies analisadas, mas existem aspectos que variam. Na
regido distal é comum observar apenas uma camada (Figura 5), enquanto na
proximal é possivel observar até 3 camadas (Figuras 6 e 7). Em quase todas as
espécies analisadas os esclereides apresentam parede periclinal interna
visivelmente mais espessa que a periclinal externa, mas H. triquetrum apresenta
duas camadas com células de espessamento simples (Figura 8), e nenhuma camada
contendo células de espessamentos desiguais opondo-se a todas as outras espécies

de Aspleniaceae descritas até entdo. A endoderme estd presente, mas é de dificil
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visualizacdo ja que é comum as células se romperem durante o processo de
coloracao do corte.

O cilindro vascular apresenta mais comumente disposicao diarca (Figuras 5
e 7), mas em H. triquetrum e A. mourai é possivel também observar disposi¢ao
triarca (Figuras 6 e 8). Os elementos do xilema estdo reunidos no centro pelos
elementos do metaxilema e os elementos de protoxilema (2-4 elementos) estdo em

posicdo exarca. O floema encontra-se alternado com o xilema.

Caule (Figuras 9-20)

As espécies analisadas apresentam desde caules eretos a curto ou longo
reptantes. A epiderme é uniestratificada e com cuticula delagada (Figura 9). A
presenca de escamas clatradas é comum nas espécies analisadas (Figura 12) e
podem ser observadas com maior ou menor frequéncia. Estbmatos nao foram
observados.

No cortex de Asplenium unisseriale é possivel observar tecido protetor
semelhante a um sdber e impregnado de tanino (Figura 11), no qual as células
estdo em constante divisdo com nucleo sempre bem evidente. Em algumas espécies
foi constatada a presenca de esclerénquima e em A. mourai podem ser observadas
células com espessamentos desiguais na parede (Figura 10). O parénquima, assim
como o da raiz, apresenta espacos intercelulares inconspicuos (Figuras 9 e 10). As
células parenquimaticas sdao grandes e a presenca de amido é abundante na maior
parte das espécies, especialmente em A. douglasii. Ja a presenca de tanino € restrita
a poucas espécies e pode ser observado em algumas células aleatorias do
parénquima (Figura 18) ou ainda formando uma camada ao redor da endoderme
denominada banda circuendodérmica (Figuras 16, 17 e 19). A maior parte das
espécies, no entanto, ndo apresenta tal banda (Figura 15). A endoderme ¢ de facil
reconhecimento em todas as espécies com as estrias de Caspary sempre bem
evidentes (Figura 20).

Na maior parte das espécies analisadas é possivel observar o tipico
dictiostelo de Aspleniaceae, com 4 - 6 lacunas dispostas no cilindro central do
caule (Figura 13). Enquanto em H. triquetrum o dictiostelo é dorsiventral com 2

meristelos dorsais menores e dois ventrais maiores (Figura 14). Cada meristelo
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circundado por sua propria endoderme e periciclo. O ultimo é composto de células
parenquimaticas regularmente arranjadas em uma camada (podendo
eventualmente apresentar 2 ou até 3 camadas descontinuas), enquanto a
endoderme é facilmente reconhecida pela presenca de estrias de Caspary (Figura
18). Os meristelos sdo hadrocéntricos com estrutura binaria (vasos de metaxilema
no centro, e elementos de protoxilema em contato com o periciclo). A medula
ocupa a area central do rizoma. Os meristelos podem ser circundados por células
taniferas (H. triquetrum) ou células esclerenquimaticas. O floema é constituido de

células crivadas e o xilema (Figura 15 e 16) sera detalhado no Capitulo 2.

Peciolo (Figuras 21-41)

A epiderme é uniestratificada com células de paredes delgadas (Figuras 21
e 22), com excecdo de Asplenium unisseriale que apresenta células de paredes
espessas, o que confere o aspecto lustroso ao peciolo de tais plantas e pode
facilmente identificado sem auxilio de lupa.

No cértex externo, a maior parte das espécies apresenta algumas camadas
de esclerénquima (Figuras 21 e 22); em A. serratum essas células apresentam
espessamentos desiguais (Figura 23). A. auriculatum e A. Auritum apresentam
estruturas denominadas linhas laterais. Tratam-se de duas linhas que percorrem
as laterais do peciolo desde a regido proximal até a distal. Em secao transversal
podem ser facilmente localizadas no cortex pela presenca de grandes espacos
intercelulares (Figuras 31 e 32) e estomatos (Figura 24). As camadas de
esclerénquima que ocorrem abaixo da epiderme de algumas espécies sao
interrompidas na regidao das linhas laterais em A. auritum (Figura 32). Na regiao
das alas laterais em A. mourai (Figura 34) o esclerénquima também é

interrompido. O parénquima apresenta espagos intercelulares inconspicuos e

D~

células sem conteddo (Figura 25), mas em algumas espécies como A. auritum,
possivel observar espagos maiores na regiao das linhas laterais (Figura 26). Em A.
serratum o cortex apresenta em algumas regioes grandes espacos onde as células
ao redor contém paredes bem espessadas (Figura 27) que posteriormente se

lignificam (Figura 28).
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No cortex interno, a maior parte das espécies analisadas, apresenta banda
circuendodérmica (Figuras 29, 30, 32, 34, 35, 36, 38 e 39), com excecao de A.
auriculatum (Figura 31), A. Kuzeanum (Figura 33) e A. oligophylum. A bainha
circuendodérmica pode ocorrer tanto na regido proximal quanto na distal do
peciolo ou em somente uma dessas regides como apresentado em A. serratum e A.
unisseriale, nas quais é possivel observar somente algumas células com tanino na
regido proximal (Figura 30). Em A. auritum a banda é formada por agrupamentos
de esclerénquima (Figuras 36 e 38), e nas demais por células com contetido
tanifero. A endoderme estd sempre presente com estria de Caspary bem nitida.

O feixe vascular é sempre anficrival (Figuras 37-41). Na regido proximal do
peciolo é possivel observar dois meristelos que normalmente se unem na regiao
distal, mas em algumas espécies como A. auritum é observado somente um feixe.
Nos meristelos da regido proximal o xilema tem forma de arco e ndo forma gancho
nas extremidades (Figura 30), mas em A. oligophyllum e A. pseudonitidum (Figura
29) sao formados ganchos nas extremidades caracterizando o xilema em forma de
cavalo-marinho (tipo Hipocampus). Ja na regido distal, a configuracao do xilema
pode ser em V como em A. auriculatum (Figura 37), U como em A. auritum (Figura
38) e A. serra (Figura 41), X bem evidente como observado em A. serratum (Figura
40) e ainda um X mais discreto como na maioria das espécies (Figuras 33, 34, 35 e

39).

Lamina foliar (Figuras 42-72)

As frondes apresentam forma e tamanho variado e podem ser simples e
inteiras como ocorre em Asplenium serratum, A. douglasii e A. balansae, ou
compostas como as demais. A lamina foliar, em vista frontal, apresenta as faces
adaxial e abaxial da epiderme com células ordindrias de paredes anticlinais
sinuosas na maioria das espécies (Figura 46), e levemente sinuosas em A.
raddianum, Hymenasplenium triquetrum e A. scandicinium (Figuras 42, 43 e 47). A
presenca de cloroplastos nas células ordinarias de ambas as faces da epiderme é
observada na maioria das espécies, sendo que em A. inaequilaterale o nimero de
cloroplastos é visivelmente maior. Em A. serratum e A. monanthes ndo sao

observados cloroplastos. Todavia, em A. monanthes e A. douglasii o nlicleo é bem
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visivel em todas as células (Figuras 44 e 53). Em A. scandicinium e Hymenasplenium
triquetrum foram observadas rafides (Figura 47) em todas as células da epiderme,
enquanto em A. serratum e A. unisseriale foi observado aglomerado de pequenos
cristais (Figura 52). As folhas sao hipoestomaticas e em A. monanthes os estdmatos
se distribuem em faixas (Figura 48). Na regido das nervuras é possivel observar
células mais alongadas na regidao das nervuras em algumas espécies como A.
auritum (Figura 50). Em A. monanthes é possivel ainda observar tricomas tectores
unisseriados (Figura 49). Os estdmatos sao do tipo polocitico (Figura 52),
copolocitico e anomocitico (Figura 51), estando o primeiro tipo presente em todas
as espécies.

No corte transversal ¢é possivel observar epiderme simples e
uniestratificada, com células maiores na base do indusio (Figura 57). Em A.
monanthes as células epidérmicas da face adaxial tem formato de H (figura 58).

Na regido intercostal o parénquima clorofiliano lacunoso que pode ter de 4
camadas como em A. serra (Figura 59) até cerca de 7 camadas como em A. auritum
(Figura 60). Nao foram observadas falsas venagdes e o bordo foliar é arredondado
(Figura 61). Em A. monanthes o bordo é soldado ao indusio protegendo os
leptosporangios (Figura 62).

A regido da nervura mediana, vista transversalmente, na altura do terco
médio pode apresentar contorno plano como ocorre em A. auriculatum, convexo-
convexo, em A. kuzeanum (Figura 64) e A. oligophyllum (Figura 66) ou plano-
convexo , em A. radiannum (Figura 67) e A. pseudonitidum (Figura 68). O
parénquima pode ser mais compactamente arranjado como ocorre em A.
kuzeanum (Figura 64), A. oligophyllum (figura 66) e A. radiannum ou conter
espacos intercelulares conspicuos como ocorre em A. auriculatum (Figura 61) e A.
raddianum (Figura 68). Somente em A.mourai (Figura 63) foi observada uma
banda circuendodérmica, que é do tipo descontinua e caracterizada por células
taniferas. Em todas as espécies é possivel observar endoderme com estria de
Caspary. Em A. serratum algumas células apresentam parede com espessamentos
que formam sinuosidades (Figura 69)

O feixe vascular é sempre anficrival (Figura 70-71). Em A. serratum é
possivel observar células mucilaginosas no parénquima junto ao xilema (Figura

72). No estado inicial do desenvolvimento as células secretoras sdo iguais em
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tamanho as células parenquimaticas vizinhas, mas depois de totalmente
diferenciadas tornam-se muito maiores. Posteriormente, estas do parénquima se

desintegram para dar lugar as cavidades.

Os quadros 1, 2 e 3 resumem as caracteristicas anatémicas observadas na

raiz, no caule e na folha.

31



Wetzel, M. L. .R

Capitulo 1

Quadro 1. Caracteres de utilidade taxonémica da raiz e do caule de espécies de Aspleniaceae

Taxon

Caracteres

Raiz

Caule

Esclereides da bainha
circuendodérmica com
espessamentos
uniformes

Cilindro vascular com xilema

em disposigdo triarca

Bainha circuendodérmica

Asplenium auriculatum

A. castaneum

A. douglasii

A. monanthes

A.mourai

A. oligophyllum

A. pseudonitidum

A.regulare

A. serra

A. serratum

A. unisseriale

Hymenasplenium triquetrum
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Figuras 1-4. Corte transversal da raiz de espécies de Aspleniaceae 1. Asplenium
radianum, evidenciando pélo radicular, 2. Hymenasplenium triquetrum, com
infeccdo de fungos no detalhe, 3. A. serratum, indicando células do parénquima
com espessamento em hélice, 4. Por¢do proximal da raiz de A. unisseriale, e células
de escleréncquima com espessamento nas paredes periclinais internas Barra = 100
pm (1), 50 um (2, 4 e 5). Legendas: pr pélo radicular; eh espessamentos em hélice;
hr hifas de fungos; mx metaxilema; bc bandacircuendodérmica.
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Figuras 5-8. Corte transversal da raiz de espécies de Aspleniaceae: 5. Asplenium
unisseriale, e as células do esclerénquima com paredes periclinais internas mais
espessas e duas células de passagem (regido distal da raiz). 6. Porc¢do distal da raiz
de A. mourai, 7. A. unisseriale na regido proximal, 8. Por¢do proximal da raiz de
Hymenasplenium triquetrum, evidenciando células do esclerénquima com
espessamento simples. Barra = 100 pm (5, 6 e 7), 50 um (8). Legendas: px
protoxilema; mx metaxilema; bc banda circuendodérmica.
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Figuras 9-12 Corte transversal do caule de espécies de Aspleniaceae 9. Asplenium
pseudonitidum, evidenciando as células da epiderme sem espessamento 10. A.
mourai e o detalhe das células com espessamento nas paredes periclinais internas
em células do cortex externo, 11. A. unisseriale com células em divisao no tecido de
protecdo, 12. Detalhe do tecido de protecao de A. unisseriale,. Barras = 50 um (12)
100 pum (9, 10 e 11). Legendas: cie células irregularmente espessadas; nu nucleo.
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Figuras 13-14. Esquemas do caule em corte transversal. 13. Asplenium monanthes
evidenciando dictiostelo com tracos foliares radialmente dispostas no cilindro
central do caule e 14. Hymenasplenium triquetrum, dictiostelo dorsiventral com 2
meristelos dorsais menores e dois ventrais maiores. Barra= 1mm.
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Figuras 15-17 Caule de espécies de Aspleniaceae. 15. Meristelo de Asplenium
monanthes em corte transversal, 16. Meristelo de A. pseudonitidum evidenciando
banda circuendodérmica. 17. Meristelo de Hymenasplenium triquetrum em corte
transversal. Barras= 50 pm (15 e 16) 100 um (17). Legendas xi xilema; fl floema;
pe periciclo; bc banda circuendodérmica.
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Figuras 18-20 Caule de espécies de Aspleniaceae. 18. Cortex de Asplenium
unisseriale em corte transversal, 19. Meristelo de Hymenasplenium triquetrum em
corte longitudinal evidenciando banda circuendodérmica. 20. Detalhe do
meristelo de H. triquetrum em corte transversal. Barras= 50 um (19 e 20) 100 um
(18). Legendas xi xilema; fl floema; pe periciclo; bc banda circuendodérmica; t
tanino; e endoderme.
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Figuras 21-26 Corte transversal do peciolo de espécies de Aspleniaceae: 21.
Asplenium auritum, evidenciando células com espessamentos, 22. A. auriculatum,
23. A. serratum, com células de espessamento desigual, 24. A. auriculatum,
evidenciando linha lateral com estomato. Figuras 25 e 26. Corte longitudinal do
peciolo de A. auriculatum e A.auritum respectivamente, com células braciformes
na ultima espécie . Barra=200 um . Legendas: CED células de espessamento
desigual; LL linha lateral..
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Figuras 27-30 Corte transversal do peciolo de espécies de Aspleniaceae: 27.
Grandes espacgos intercelulares com células espessadas ao redor em Asplenium
auritum, 28. Células ja lignificadas em A. auritum, 29. Feixe vascular de A.
pseudonitidum na regido proximal do peciolo, evidenciando o xilema em forma de
cavalo-marinho, 30. Feixe vascular de A. unisseriale na regiao proximal do peciolo.
Figuras 27 Barra= 100 um, Figura 28 Barra=200 pm e Figuras 29 e 30 Barra=
50um. Legendas: xi xilema; bc banda circuendodérmica; pe periciclo.
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Figuras 37-41. Corte transversal do peciolo de espécies de Aspleniaceae,
evidenciando os feixes vasculares na regido distal do peciolo: 37. Asplenium
auriculatum, evidenciando xilema em forma de V, 38. A. auritum, com banda
circuendodérmica e xilema em forma de U, 39. A. raddianum, evidenciando células
com conteudo e xilema em forma de X, 40. A. serratum, com xilema em forma de X,

41. A. serra, evidenciando feixe em formato de U, Barras = 100 um (37) e 50 pm
(38,39,40 e 41). Legenda: bc banda circuendodérmica.
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Figuras 42-47 Face adaxial da epiderme foliar em vista frontal: 42 e 43. Asplenium
raddianum e Hymenasplenium triquetrum respectivamente, com células
epidérmicas sem cloroplastos ou nucleo evidente, 44. Asplenium douglasii, com
nucleo evidente e massa de cristais, 45. A. serratum, evidenciando a alga epifita do
género Coleochaete, 46. A. pseudonitidum, com cloroplastos bem evidentes, e 47. A.

scandicinium, evidenciando cloroplastos e rafides. Figuras 42-45 Barra = 100 um,
Figuras 46 e 47 Barra= 50um. Legendas nu nucleo; ae alga epiffita; cl cloroplastos;
ra rafides.
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Figuras 48-50. Face abaxial da epiderme foliar em vista frontal: 48 e 49. Asplenium
monanthes, 48. Evidenciando faixas de estomatos, 49. Evidenciando tricoma, 50. A.
auritum, com células mais alongadas a regido dos feixes. Figuras 49 e 50 Barra =
100 um, Figura 48 Barra= 50um. Legendas: tr tricoma e ca células alongadas
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Figuras 51-56 Face abaxial da epiderme em vista frontal: 51 e 52. Asplenium
auriculatum, evidenciando estémato anomocitico, e polocitico, respectivamente, 53
e 54. A. douglasii, com nucleos bem evidentes, 55. A. harpeodes, com estdomato
polocitico em evidéncia, 56. A. unisseriale, com cloroplastos e massa de cristais,
Barra = 100 um. Legendas nu nucleo; cl cloroplastos; mc massa de cristais.
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Figuras 57-62. Cortes transversais de laminas foliares de espécies de
Aspleniaceae: 57. Asplenium auritum, evidenciando indusio, 58. A. monanthes
evidenciando células da epiderme em H, 59. A. serra e 60. A. auritum, na regiao
entre as nervuras, 61. Bordo foliar de A. auritum e 62. Bordo foliar de A. monanthes

fértil Barra = 100 um. Legenda: in indusio.
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Figuras 63-68 Corte transversal da lamina foliar de espécies de Aspleniaceae:,

evidenciando a regido da nervura principal. 63. Asplenium auriculatum, 64. A.
kuzeanum, 65. A. mourai, 66. A. oligophyllum, 67. A. radiannum , 68. A.

pseudonitidum. Barra = 100 um. Legenda: bc banda circuendodérmica.
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Figuras 69-72 Corte transversal da lamina foliar de espécies de Aspleniaceae. 69.

Células do mesofilo de Asplenium serratum, 70. Feixe vascular de A. pseudonitidum,
71. Feixe vascular de A. serratum, 72. Células mucilaginosas em A. serratum. Barra

= 100pum.
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DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente trabalho confirmaram a importancia da
anatomia vegetal como fonte de dados para a taxonomia de Aspleniaceae. A
analise do caule e da raiz trouxe informag¢des importantes para confirmar a
segregacao dos dois géneros da familia (Asplenium e Hymenasplenium). Ja a analise
da folha revelou caracteristicas que podem ser consideradas diagndsticas para

algumas espécies.

A raiz peculiar de Aspleniaceae

Varios autores tem se preocupado em analisar a anatomia da raiz de
Aspleniaceae (Leroux et al. 2011, Schneider et al, 2004, Ogura 1972) que
apresenta varias caracteristicas bem peculiares.

Um dos aspectos marcantes da raiz foi apresentando por Leroux et al. (2011
b). A auséncia de espacos intercelulares nos tecidos da raiz foi apontada pelo autor
que considera notavel tal caracteristica jA que da maior parte das espécies de
angiospermas e samambaias os espacos sao bem visiveis e frequentes. Nas
espécies analisadas nesse trabalho também foi possivel notar que os espacos sdo
de dificil visualizagdo, mas por ser possivel observar os meatos acreditamos que se
trate na verdade de espacos inconspicuos e ndo auséncia de espaco.

Outra caracteristica constante nas espécies de Aspleniaceae analisadas foi a
presenca de deposi¢cdes na parede celular (CWAs). De acordo com Lucas (2002) a
auséncia da cuticula e a abrasdao das camadas celulares externas durante o
crescimento podem expor as raizes a uma variedade de patdgenos em potencial.
Dessa forma, elas desenvolveram muitos tipos de defesas quimica e fisicas
incluindo a deposicdo de material na parede celular (CWAs), fortificacdao da parede
celular com compostos fendlicos e a producdo de produtos antimicrobianos.
Micrébios invasores foram observados no cortex de Hymenasplenium triquetrum e
A. unisseriale apresentou hifas de fungos na epiderme. Leroux (2011 b) observou
ocorréncia similar estudando Aspleniaceae e concluiu que devido a auséncia de
algumas estruturas de micorrizas e a similaridade entre o CWAs causados por
muitos ascomicetos, é provavel que esses sejam o0s responsaveis pelos

espessamentos encontrados nas células de Aspleniaceae.
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Um tipo de deposicdo de parede ja bem observado em Aspleniaceae sao os
espessamentos em hélice (HCWTs) nas células do cortex (Schneider 1997, Leroux
et al. 2011). O autor analisou 43 espécies da familia e concluiu que a ocorréncia
dos espessamentos nao tinha relacdo com o habitat das plantas. A mesma
observacao foi feita por Hernandez et al. (2013) que estudando Polypodiaceae
verificou que os espessamentos sdao basicamente formados por celulose, sem
deposicdo de lignina. E consenso entre os pesquisadores que a ocorréncia de tais
espessamentos tem relacdo com a protecdo mecanica das pequenas raizes que
ocorrem em algumas familias de samambaias. Essas células cheias de
espessamentos podem atuar como um esqueleto prevenindo o colapso da raiz
durante os periodos de seca em plantas terricolas, rupicolas e epifitas.

Outro tipo de espessamento bem peculiar ocorre nos esclereideos que
circundam a endoderme. Essas células sao tipicas de raizes de Aspleniaceae como
demonstrado por Schneider (1996). Algumas espécies mostram somente uma
camada de esclereides enquanto outras apresentam duas camadas. Em A. serra as
duas camadas sao diferentes, a mais interna contém células maiores. H. triquetrum,
entretanto, é diferente de todas as demais espécies ja descritas, pois apresenta
duas camadas com células de espessamento simples, o que nunca tinha sido
observado em nenhuma espécie de Aspleniaceae. Essa diferenca tdo marcante
observada em H. triquetrum suporta a posicao de Hayata (1929) que descreveu o
género Hymenasplenium baseando-se na disposicdo do estelo no rizoma das
espécies que analisou. Em 2004 Schneider também apontou em sua filogenia a
posicdo do género como clado irmao de Asplenium. E importante ressaltar que a
presenca de células com paredes periclinais internas espessas foi apontada por
Schneider (2004) como uma sinapomorfia da familia Aspleniaceae, no entanto,
como demonstrado nesse trabalho tal caracteristica ndao é observada em
Hymenasplenium, somente em Asplenium. Dessa forma, a presenga de esclereideos
com espessamento na parede periclinal interna é sim uma sinapomorfia, mas do
género Asplenium e ndo da familia Aspleniaceae. Essa informacdao torna mais

robusta a segregacao do género Hymenasplenium.
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O caule de Aspleniaceae.

No caule das espécies analisadas é constante a presenca de amiloplastos.
Essa caracteristica é bem comum em samambaias, principalmente nas que
apresentam rizomas. Os compostos fenolicos também foram evidenciados no
cortex ou na epiderme de algumas espécies o que confirma a utilidade taxon6mica
dessas substancias. HA muito ja se sabe da importancia desses compostos para a
taxonomia de samambaias (Ogura 1972),

O estelo de Aspleniaceae ja foi amplamente explorado por Mitsuta et al.
(1980), que no entanto nao estudou as espécies analisadas nesse trabalho, com
excecdo de A. serra. De acordo com Ogura (1972) existem trés tipos de estelo em
Aspleniaceae: o dictiostelo tipico, o dictiostelo perfurado e o dorsiventral, sendo
que o ultimo foi utilizado por Hayata (1929) para descrever o género
Hymenasplenium. Na Unica espécie do género aqui analisada (H. triquetrum) o
estelo é de fato dorsiventral, o que mais uma vez suporta o género

Hymenasplenium proposto por Hayata.

A folha de Aspleniaceae: uma fonte de dados para a taxonomia.

Peciolo

E comum em samambaias a ocorréncia de células epidérmicas esclerificadas
ou espessadas no peciolo (Ogura 1972, Lin & DeVol 1977). No entanto, as espécies
aqui analisadas apresentam células de parede delgada, com excecao de A.
unisseriale.

De acordo com Lin & DeVol (1977) o esclerénquima é comumente
encontrado no coértex do peciolo de samambaias e pode se distribuir de trés
formas: 1- no cortex externo, onde pode ocorrer logo abaixo da epiderme ou
separado dela por algumas camadas de células parenquimaticas; 2- Arranjados em
pequenos grupos no meio do cértex e 3- Circundando o feixe vascular como uma
bainha. Das espécies analisadas no presente trabalho, somente A. auriculatum e A.
radianum ndo apresentam esclerénquima no coértex, e em todas as demais o tecido

esta presente confirmando o observado pelos autores.
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Na maior parte das espécies é possivel observar esclerénquima no cértex
externo. Em A. unisseriale e A. mourai o tecido é observado logo abaixo da
epiderme. Mas na maioria (A. auritum, A. kuzeanum, A. oligophyllum, A. serra, A.
serratum e H.triquetrum) algumas camadas de células parenquimaticas ocorrem
entre a epiderme e o esclerénquima.

Apesar das consideraveis similaridades anatomicas entre as samambaias,
algumas familias sao caracterizadas pela presenca de wuma bainha
circuendodérmica (BC), uma segunda camada mais interna do tecido fundamental
adjacente a endoderme, e composta de paredes espessas e células ricas em tanino
(Hernandez- Hernandez et al. 2012). Tal camada é também conhecida como bainha
de protecao porque os taninos protegem o protoplasma da dessecagdo e destruicao
por microorganismos (Esad 1976). A maior parte das espécies analisadas
apresentam CB. Algumas como A. auritum apresentam células com paredes
espessadas e outras, como A. mourai, A. raddianum e A. serratum apresentam
células ricas em taninos fortemente marcadas de castanho. De acordo com
Hernandez-Hernandez et al. (2012) a fun¢do da banda circuendodérmica ainda nao
é clara. Os autores propuseram duas possibilidades: 1- uma funcdo de protecao
similar a da endoderme e 2- uma fun¢ao biomecanica. As células que compdem a
BC ndo contém suberina ou lignina, e dessa forma ndo servem como barreira para
adgua e nutrientes. Entretanto, a presenca de taninos, pode servir como uma
barreira adicional contra patégenos.

Os feixes vasculares das samambaias sao de grande importancia para a
taxonomia do grupo como ja demonstrado por varios autores (Ogura 1972
Gracano 1992). Lin & De Vol (1977a e 1977b) conseguiram até mesmo
confeccionar uma chave dicotébmica para as espécies ocorrentes em Taiwan
baseando-se somente em caracteristicas dos feixes. De acordo com os autores o
numero, forma e arranjo dos feixes e a configuracao do xilema sao diagndsticos
para algumas familias e espécies. No presente trabalho a configuracdo do xilema
na porg¢ao distal do peciolo é diagnética para A. auriculatum (xilema em forma de
V) e A. auritum (xilema em forma de U). J4 na porg¢ao proximal, os meristelos
apresentam xilema formando um pequeno arco com gancho nas terminag¢des em A.
pseudonitidum e A. oligophyllum. Esse dado contraria o observado por Ogura

(1972) e Lin & De Vol (1977b) que descreveram o xilema dos meristelos como um
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arco sem a presenca de ganchos. Ainda sobre a regidao proximal os autores
relataram a ocorréncia de dois meristelos ou mais raramente um meristelo em
espécies de pequeno porte. Nas espécies analisadas a maioria apresenta, de fato,
dois meristelos e poucas espécies como A. auritum apresentam somente um

meristelo.

Lamina

Ao estudar a anatomia foliar de seis espécies de Asplenium, Ferrari (2009)
relatou ndo ter observado grandes diferencas nas laminas foliares e concluiu que
tal homogeneidade pudesse ser creditada ao fato das amostras pertencerem ao
mesmo género, aliada as estratégias das espécies ao ambiente de pouca luz. No
entanto, no presente trabalho, observou-se justamente o oposto ja que variacdes
significativas foram observadas entre as espécies (ex: presenca de massa de
cristais, presenca de rafides, presenca de cloroplastos, tricomas, ntcleo evidente e
desenho das paredes anticlinais).

Cristais de silica (fitolitos) nas células da epiderme ja foram registrados
para varias familias de samambaias e tem importdncia taxonémica reconhecida
(Sundui 2009). Ja cristais de oxalato de calcio sdo de rara ocorréncia no grupo e
foram observados em poucas espécies como A. nidus, que contém 1 ou dois
pequenos cristais romboédricos em cada célula da epiderme (Ogura 1972). No
presente trabalho somente trés espécies apresentam tal caracteristica. A
ocorréncia de rafides nas células comuns da epiderme é diagndstica para A.
scandicinum e a de pequenos cristais para A. serratum e A. unisseriale.

A presenca de cloroplastos nas células comuns da epiderme é uma
caracteristica marcante da anatomia das samambaias (Ogura 1972). No presente
trabalho, apenas trés espécies ndo apresentam. E importante destacar que algumas
espécies como A. dougasii e A. inaequilaterale apresentam uma quantidade
notavelmente grande de cloroplastos, diferentemente do relatado por outros
pesquisadores que sempre observaram uma pequena quantidade.

As células mucilaginosas encontradas em A. serratum ja foram observadas
também em Diplazium (Athyriaceae). Nas duas familias as células ou cavidades

mucilaginosas se localizam no parénquima associado ao xilema. A utilizacdo desse
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dado para filogenia, no entanto, deve ser criteriosa porque de acordo com Fahn
(1988) a evolugao dos tecidos secretores de mucilagem é polifilética.

Foram observados estdomatos polociticos, copolociticos e anomociticos. O
primeiro tipo é o Unico presente em todas as espécies, o que corrobora as
observacdes de Sen & De (1992) que o considerou a forma basica da qual
praticamente todos os outros tipos de estomatos derivaram-se ontogeneticamente
através de alguma elaboracdo ou modificagdo. Ainda de acordo com os autores as
divisdes celulares adicionais, reorientagdo das células subsidiarias e outras células,
taxa de crescimento desarmonioso durante a expansao da célula subsidiaria e da
gema, e uma reorientacdo da metafase no desenvolvimento do estomato polocitico

resultaram nessas formas mais derivadas.
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Elementos traqueais de espécies de Aspleniaceae Newman
ocorrentes no Brasil.

RESUMO

Os elementos traqueais de samambaias sdo bem diversos e pode-se
encontrar traqueides, elementos de vaso e células condutoras com caracteristicas
intermediarias entre os dois tipos. Apenas uma espécie de Aspleniaceae ja teve
suas células condutoras analisadas no MEV e por isso a familia foi praticamente
inexplorada. No presente trabalho os elementos traqueais do caule de nove
espécies de Aspleniaceae foram investigados no microscopio eletronico de
varredura. A maior parte das espécies apresenta traqueides agrupados com varias
faces repletas de pontoacdes escalariformes. No entanto, em duas espécies,
Hymenasplenium triquetrum e Asplenium monanthes, a membrana de pontoagao

sofreu intensa lise, o que pode ter ocorrido por influéncia do ambiente.
Palavras-chave: samambaias, membrana de pontoacao, xilema.
ABSTRACT

Tracheal elements of ferns are very diverse and can be found tracheids,
vessel elements and conducting cells with intermediate characteristics between
the two types. Only one species of Aspleniaceae already had his conducting cells
analyzed in SEM and so the family was virtually unexplored. In this study the
tracheal elements of the stem of nine species of Aspleniaceae were investigated in
the scanning electron microscope. Most species have grouped tracheids with many
faces full of pits scalariform. However, in the two species, Hymenasplenium
triquetrum e Asplenium monanthes, pits suffered severe membrane lysis, which

may be due to environmental influence.

Key-words; tracheal elements, ferns, pit membrane.
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INTRODUCAO

A ocorréncia de traqueides em samambaias sempre foi bem documentada
(Ogura 1972). No entanto, poucos pesquisadores apontaram a ocorréncia de
elementos de vaso no grupo. A primeira observacao foi feita em Pteridium
aquilinum (L.) Kuhn (Russow 1873) e, posteriormente White (1962) apontou a
possivel ocorréncia de vasos em Woodsia, Astrolepsis, Phlebodium e Polystichum.
Mas foi s6 com o advento do microscépio eletrénico de varredura que a ocorréncia
de vasos em samambaias pode ser confirmada, pois foi possivel demonstrar com
confiabilidade a auséncia de membrana de pontoacdo na parede terminal das
células caracterizando as placas de perfuracdo e consequentemente os elementos
de vaso.

Carlquist e Schneider utilizaram intensamente o MEV e publicaram uma
série de artigos durante as duas ultimas décadas investigando os elementos
traqueais em diferentes familias e géneros de samambaias: Woodsia (1998),
Osmudaceae e Schizaeaceae (1998b), Microgramma (1998c), Dicranopteris
(1998d) Marattiaceae (1999), Ophioglossum (1999b), Nephrolepsis (1999c),
Aspleniaceae, Elaphoglossaceae e Vittariaceae (1999d), Ceratopteris (2000a),
Blechnaceae, Cyatheaceae e Dicksoniaceae (2000b), Pteridaceae (2000c),
Hymenophylaceae (2000d). Apds esse longo estudo os autores concluiram que
existe uma grande diversidade de elementos traqueais em samambaias e
elementos de vaso sdo muito mais comuns do que se imaginava inicialmente.

Em samambaias é possivel encontrar desde traqueides até elementos de
vaso muito parecidos com os observados em angiospermas. No entanto, existem
elementos que apresentam caracteristicas intermediarias que dificultam a
classificacao do elemento traqueal. Além disso, as células condutoras do xilema de
samambaias podem apresentar 1- Os vasos de samambaias podem ser parecidos
com os de angiospermas e apresentarem duas placas de perfuragdo nitidas e
distintas das paredes laterais (Woodsia e Pteridium) ou apresentarem placas de
perfuragdo muito semelhantes a paredes laterais (onde sdo observadas
membranas de pontoacdo), 2- Muitas samambaias apresentam paredes terminais

multiplas com varias faces que se convertem em placas de perfuragdo pela lise das
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membranas; 3- Algumas apresentam pontoag¢des dismorficas; 4- As membranas de
pontoacao sao bem diversificadas e podem ser inteiras ou apresentar desde poros
muito pequenos até maiores que ocupam quase todo o espaco da pontoacao; 5-
Alguns vasos podem apresentar placas de perfuracao incipientes, que apresentam
remanescentes de membrana de pontoacado (Carlquist & Schneider 2001).

O presente trabalho tem como objetivos descrever os elementos traqueais
de espécies de Aspleniaceae ocorrentes no Brasil. Além disso, relacionar as
caracteristicas observadas com o habitat e gerar dados para o entendimento da

evolucdo dessas células no grupo .
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MATERIAIS E METODOS

Os caules aéreos e rizomas coletados para o estudo foram cortados na
regido nodal e intermodal e preservados em alcool 70%. Treze espécies de
diferentes habitas e ocorrentes em diferentes ambientes foram selecionadas
(Tabela 1). A maior parte das espécies ocorre em ambiente Umido e a amostra
coletada de Hymenasplenium triquetrum (Figura 1) ocorre ao lado de uma queda
de 4gua (Figura 2). Ja a amostra de Asplenium douglasii ocorre em um afloramento
rochoso.

Carlquist e Schneider (2007) utilizaram trés métodos distintos para
processar suas amostras: secagem de sec¢des com ponto critico, maceracdo e
seccOes feitas a mao com secagem em placa aquecedora. O ultimo método, de
acordo com os autores, apresentou melhores resultados com uma quantidade bem
inferior de artefato e por isso foi o método escolhido para esse estudo.

Secgdes longitudinais com cerca de 1mm de espessura foram feitas a mao
com o auxilio de laminas de barbear. Essas sec¢des passaram por trés mudancas de
adgua destilada para remover substadncias soliveis em agua, graos de amido e
contaminantes de superficie. As sec¢des foram entdo colocadas entre pares de
laminas limpas com uma leve pressao feita por clipes e posteriormente secas em
uma placa aquecedora a 60° C (Carlquist & Schneider 2007). Em seguida, os
fragmentos foram afixados com fita adesiva de carbono em suportes préprios e
cobertos com uma fina camada de ouro de 20 nm (Bal-Tec Sputer Coater SCD 050).
As amostras foram entdo observadas e eletromicrografadas ao microscopio
eletronico de varredura JEOL 5310 e JEOL JSM 639 OLV a uma voltagem
aceleradora de 25KV.
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Tabela 1. Espécies de Aspeniaceae Newman., com respectivos nimeros de registro,

localizacdo, habitat e ambiente.

Espécies Numero de coleta Localizagdo Habitat Ambiente
A. auritum Sw. Damasceno 425 (RB) Itatiaia, R] rupicola Ambiente imido
A. douglassi Hook. & Grev. Bovini 3689 (RB)  Ilhas Cagarras, R] terricola Area propensaa
restri¢do hidrica
A. harpeodes Kunze Damasceno 352 (RB) Itatiaia, R] saxicola Ambiente imido
A. inaequilaterale Willd Sylvestre 2209 (RB) Cachoeiras de rupicola Ambiente imido
Macacu, R]
A. monanthes L. Sylvestre 2189 (RB) Itamonte, MG rupicola Ambiente bem
umido
A. mourai Hieron. Damasceno 402 (RB) Itatiaia, R] saxicola Ambiente imido
A. pseudonitidum Hook. Sylvestre 2175 (RB)  Teresdpolis, R] terricola Ambiente imido
A. raddianum Gaudich. Sylvestre 2179 (RB) [tatiaia, R] epifita Ambiente imido
A. regulare Sw. (RFA) Guapimirim, R] Rupicola Ambiente imido
A. scandicinum Kaulf. Damasceno 392 (RB) Itatiaia, R] epifita Ambiente imido
A. serratum L. (RFA) Nova Iguacu, R] rupicola Ambiente imido
A. unisseriale Raddi Sylvestre 21 74 (RB)  Teresépolis, R] terricola Ambiente imido
Hymenasplenium triquetrum (N. Sylvestre 2208 (RB) Cachoeiras de Rupicola Bem exposta a
Murak. et R. C. Moran) L. Regalado Macacuy, RJ umidade, ocorre na
& Prada beirada da
cachoeira
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Figura 1. Amostra coletada de Hymenasplenium triquetrum evidenciando o habitat
rupicola e extremamente imido. Figura 2. Local de coleta: Cachoeira Véu da noiva

em [tatiaia, RJ. O espécime foi coletado as margens da cachoeira.
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RESULTADOS

De forma geral, as espécies de Asplenium analisadas contém células
condutoras alongadas com cerca de trés paredes terminais obliquas, o nimero de
paredes laterais, no entanto, pode variar de 3 a 5. Sdo observados espessamentos
escalariformes em todas as faces da célula. A presenca de membrana de pontoacgao,
no entanto, variam bastante entre as espécies.

Na maior parte das espécies os elementos traqueais observados no
metaxilema do rizoma apresentam membrana de pontoacgdo inteira, em todas as
faces da célula. Em A. auritum (Figura 1), A. harpeodes (Figuras 2 e 3), A
inaequilaterale (Figuras 4 e 5), A. mourai (Figuras 6 e 7) e A. douglasii (Figuras 8 e
9) foi possivel visualizar membrana de pontoacdo nas paredes terminais das
células., caracterizando os traqueides.

Em A. pseudonitidum (Figuras 10 e 11) e A. regulare (Figuras 12 e 13) a
membrana encontrava-se mais porosa em algumas partes. No entanto, isso
provavelmente ocorreu devido ao método ja que tais poros sdo observados em
poucas ocasides e na maior parte da amostra a membrana ndo apresenta
porosidade.

Asplenium scandicinium (Figural4) apresenta elementos traqueais do
rizoma com paredes laterais contendo membrana de pontoa¢do porosa com poros
de tamanhos variados. Em alguns momentos existe muito pouco da membrana e as
perfuracdes incipientes ficam evidentes. Em A. radiannum (Figuras 15 e 16) e A.
unisseriale (Figuras 17 e 18) foram observadas pontoa¢des com e sem membrana
se alternando na mesma face da parede.

Asplenium monanthes (Figuras 19 e 20) apresenta elementos traqueais
muito semelhantes aos observados em Hymenasplenium triquetrum (Figuras 21, 22
e 23) com porgao terminal de trés faces obliquas, nos quais as membranas se nao
estdo totalmente ausentes, perecem ter sofrido intenso processo de lise. Nas
paredes laterais das células das espécies também ndo foram observadas as
membranas de pontoacdo caracterizando as placas de perfuracdo laterais e

consequentemente elementos de vaso.
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Em Asplenium serratum (Figuras 24, 25 e 26) as paredes terminais das
células condutoras também carecem de membrana e em raras ocasides pode ser
observado um resto da membrana nas paredes laterais. Nessa espécie o numero de
faces laterais da parede parece ser maior e a propria célula tem um diametro

maior.
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Figura 1. Traqueideos de Asplenium auritum, os asteriscos estdo evidenciando as
regides com membrana de pontoacdo inteira entre as paredes laterais e também
nas paredes terminais. E possivel ainda observar os espessamentos escalariformes.
Barra= 10um.
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Figuras 2 e 3. Asplenium harpeodes. Figuras 4 e 5. A. inaequilaterale. Nas figuras 2,
4 e 5 é possivel observar como os traqueideos ocorrem agregados. Os asteriscos
estdo evidenciando as regides com membrana de pontoacao inteira entre as

paredes terminais. Figuras 2, 4 e 5 Barra= 10um. Figura 3, Barra= 2 pm.
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Figuras 6 e 7. Elementos traqueais de Asplenium mourai. Na figura 7 é possivel
observar uma membrana inteira e bem preservada na parede terminal da célula.

Figura 6 Barra= 10um. Figura 7, Barra= 2 um.
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Figuras 8 e 9. Seccao longitudinal do caule de Asplenium douglasii . A figura 8 deixa
evidente a presenca de membrana de pontoacdo nas paredes terminais
caracterizando o traqueideo. Na figura 9 é possivel observar uma espessa
membrana de pontoacgado indicada pelo asterisco. Figura 8 Barra= 10um. Figura 9,
Barra= 2 pum.
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Figuras 10. Traqueideos agregados de Asplenium pseudonitidum. O asterisco
destaca regiao bem conservada da membrana de pontoacdo. Na figura 11 pode-se
observar membrana de pontoagdo inteira com regido danificada pelo
processamento da amostra. Figura 10 Barra= 10pum. Figura 11 Barra= 2 um.
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Figura 12 Seccao transversal de Asplenium regulare. Figura 13. Sec¢do longitudinal
com asteriscos destacando as regides com membrana de pontoagdo inteir a. E

possivel ainda observar os espessamentos escalariformes. Figura 12 Barra= 10um.
Figura 13 Barra= 2 um.
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Figura 14. Elementos traqueais de Asplenium scandicinum. Figuras 15 e 16.
Elementos traqueais de Asplenium radianum. Os asteriscos estao evidenciando as
regides da membrana com grandes poros ou perfuracdes. E possivel ainda

observar os espessamentos escalariformes. Figuras 16 Barra= 10um. Figuras 14 e
15 Barra= 2 um.
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Figuras 17 e 18. Elementos traqueais de Asplenium unisseriale. Na primeira figura é

possivel observar os traqueideos agregados e na segunda uma membrana de
pontoacdo inteira (asterisco) com outra danificada acima . Figura 17 Barra= 10pum.

Figura 18 Barra= 2 pum.
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Figuras 19 e 20. Xilema de Asplenium monanthes em plano longitudinal. Os

asteriscos estdo evidenciando as regides onde a membrana sofreu lise intensa. E
possivel ainda observar os espessamentos escalariformes. Figura 19 Barra= 10um.

Figura 20 Barra= 2 pum.
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®

Figuras 21, 22 e 23 Elementos traqueais de Hymenasplenium triquetrum. Nas
Figuras 21 e 22 é possivel observar as paredes terminais das células e completa
auséncia de membrana entre as mesmas. Na figura 23 o detalhe das pontoagdes

novamente sem membrana. . Figuras 21 e 22 Barra= 10um. Figura 23 Barra= 2 um.
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Figuras 24, 25 e 26 Asplenium serratum. Figura 21 em secc¢do longitudinal, 22 em
seccdo transversal e 26 com o detalhe dos resquicios da membrana de pontoacao .

Figuras 24 e 25 Barra= 10um. Figura 26 Barra= 2 um.
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DISSCUSSAO

Ao se descrever os elementos traqueais de samambaias varios
questionamentos surgem. Nem sempre é facil denominar as células de conducao,
no grupo, pois em muitos casos nao é possivel classifica-las como traqueideos ou
elementos de vaso. Por outro lado, essa definicdo é importante porque o tipo
celular influencia nos aspectos fisiologicos (Carlquist e Schneider 2001), e uma
correta classificacdo possibilitara uma melhor compreensdo de como ocorre a
conducdo de agua nessas plantas

No entanto, para se descrever os elementos traqueais e discutir sua correta
denominacao com tranquilidade é fundamental levantar algumas questdes sobre a

metodologia, j& que a mesma influenciard diretamente na analise e vem sendo

amplamente discutida e revisada na altima década.

Podemos confiar na metodologia?

Examinar a fina estrutura da membrana de pontoacdo ¢é desafiador devido a
sua natureza delicada. Ja foi demonstrado através do microscopio eletrénico de
transmissdo (MET) e microscépio eletronico de varredura (MEV) que as
membranas em angiospermas consistem de varias camadas de microfibrilas de
celulose (Choat et al. 2007), mas s6 a microscopia de for¢a atdmica (MFA), cryo
MEV e MEV ambiental permitiram a observacdo de membranas hidratadas.
Pesacreta et al. (2005) utilizaram MFA para comparar as estruturas seca e
hidratada da membrana de Sapium sebiferum. De acordo com os autores, a
membrana seca tinha uma aparéncia mais compactada. Ja Shane et al. (2000)
optaram pelo cryo MEV e demonstraram que mesmo uma secagem parcial das
membranas de pontoacdo pode causar dano, mas enfatizaram que o mesmo nao
ocorria em todas as espécies, ja que muitos estudos demonstraram membranas de
pontoacao secas e intactas (Sano 2004, Sano 2005).

Em 2009 Jansen et al. decidiram fazer um estudo extenso sobre a variacao
das membranas de pontoacdo em angiospermas utilizando MEV e MET. Algumas
imagens revelaram que camadas da membrana de pontoacdo podem ser
facilmente removidas durante a preparacdo, aumentando substancialmente a

aparéncia de porosidade. Os pesquisadores concluiram que muitos dos grandes
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poros observados com o MEV sdo resultado de camadas sendo removidas das
membranas. Entretanto, em muitos casos poros puderam ser observados em
membranas aparentemente intactas, e em alguns casos, grandes poros foram
observados em membranas de pontoacdo vistas através da abertura interna do
canal de pontoagdo de uma parede secundaria nao danificada. Essas observacgoes
indicam que poros de grande didmetro nem sempre foram causados pela remogado
de material da parede.

Carlquist e Schneider (2007) reconheceram que o processo de maceracao
para MEV, utilizado em varios de seus trabalhos, pode ter contribuido para retirar
a membrana de pontoacdo ou levar a formagao de artefatos. Por isso os autores
decidiram investigar novamente algumas espécies utilizando o método da secagem
em placa aquecedora (mais confiavel), que ja tinha sido utilizado com sucesso por
Meylan e Butterfield (1978) e Sano (2005). Depois desse estudo os autores
concluiram que a ocorréncia de elementos de vaso é restrita a Astrolepsis, Marsilea,
Pteridium e Vandenboschia e a presenca de placas de perfuracdo laterais e
perfuracdes intermitentes em traqueides foi considerada errénea para algumas
espécies.

Para Choat et al. (2007), que fizeram uma extensa revisdao sobre pontoacdes,
é possivel dizer que a microscopia eletronica certamente leva a formacao de
artefatos na estrutura da membrana de pontoacdo, mas a extensao desses e suas
implica¢des para a interpretagdo do funcionamento da membrana ainda devem ser
esclarecidos.

No presente trabalho, todas as espécies foram tratadas com um método
menos agressivo que é considerado pela maioria dos pesquisadores como um dos
mais confiaveis. De fato a maior parte das espécies apresentou membrana bem
nitida e conservada, mas foi possivel observar a membrana claramente danificada
em Asplenium pseudonitidum e A. harpeodes . Em outras a membrana apresentava
grandes poros que deixaram margem para ddvida. No entanto, em A. monanthes e
Hymenasplenium triquetrum nao foi possivel observar a membrana, mesmo depois
de se escolher novas amostras e repetir todo o processo. Nessas duas espécies fica

claro que ocorreu uma lise intensa da membrana de pontoacao.

81



Wetzel, M. L. .R Capitulo 2

Como denominar os diferentes elementos traqueais?

De acordo com Carlquist e Schneider (2002a) os elementos de vaso, em
dicotiledoneas sempre foram reconhecidos pela presenca de 4 caracteristicas: (1)
a existéncia de uma ou mais perfuragdes (livres de membrana de pontoacdo) nas
paredes terminais; (2) a arquitetura da parede terminal (perfuracdes) é diferente
das pontoagdes das paredes laterais; (3) os elementos de vaso sdo mais largos que
os elementos traqueais imperfurados que os acompanham; (4) os elementos de
vaso sdo mais curtos que os elementos traqueais imperfurados que os
acompanham. Entretanto, para samambaias e monocotiledoneas apenas os dois
primeiros critérios podem ser aplicados.

Definir o que sao elementos de vaso, no entanto, tornou-se uma tarefa bem
mais dificil depois que as técnicas de ultraestrutura revelaram que o primeiro
critério para se reconhecer um elemento de vaso (perfuragdes livres de membrana
de pontoacdo) nem sempre é de visualizagdo tdo evidente. Em uma das espécies
(Asplenium scandicinium) analisadas no presente trabalho, por exemplo, a porg¢do
lateral da parede apresenta membrana de pontoacao contendo grandes poros em
alguns pontos.

O mesmo foi observado em Woodsia obtusa (Carlquist e Schneider 2001)
onde areas de membranas contendo grandes poros se alternam com placas de
perfuracdo incipientes (com remanescentes de membrana). Esse tipo celular levou
os pesquisadores a questionar a terminologia em relacdo aos elementos de vaso.
Carlquist e Schneider (2001) se perguntaram quando as membranas de pontoac¢ao
tém poros de tal tamanho e abundancia que possam ser chamadas de elementos de
vaso. O critério quantitativo poderia talvez ser usado, como a habilidade de
transmitir microesferas de diametro desconhecido de um elemento traqueal a
outro. Mesmo essa definicao poderia ser arbitraria. Ao se notar a capacidade dos
poros do margo nos traqueides das coniferas de permitir a passagem de particulas
relativamente grandes em comparacdo as porosidades nas membranas de
pontoacdo de elementos traqueais de outras plantas é indubitavel que tal
informacao nao levaria os anatomistas a questionar a presenca de traqueides nas
coniferas. Para “fins praticos”, temos a tendéncia de reconhecer a presenca de
porosidades totalizando 50% da area de membrana de pontoacdo constituindo

uma perfuragdo. Entretanto, um critério como a passagem de ar de tamanho
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minimo ou outro critério fisiolégico é necessario: a terminologia dos elementos
traqueais deve refletir suas distingdes funcionais se possivel.

Ainda de acordo com Carlquist e Schneider (2007) usando o termo placa de
perfuragdo incipiente, é reconhecida uma transicio, mesmo que ndo seja
observada uma distin¢cao entre traqueides e elementos de vaso nessas instancias
transicionais. No presente trabalho foi possivel notar a presenca de espécies que
sofreram intensa lise na membrana das paredes terminais e por isso apresentam

placas de perfuragao incipientes.

Os elementos traqueais funcionam agregados

O elementos traqueais ocorrem agregados formando fasciculos nos estelos
das samambaias, Existem numerosos pontos de contato entre as paredes laterais
nos quais podem se desenvolver placas de perfuracdao. No entanto, em alguns
grupos esses fasciculos sdo menores e contém algumas células de parénquima
entre os elementos traqueais. Nos dois casos a ocorréncia de placas de perfuragao,
tanto nas terminag¢des quanto nas laterais das células, tem o efeito de converter o
fasciculo em um tipo de vaso agregado e, dessa forma, nenhum elemento do
fasciculo fica isolado do outro em termos de conducao (Carlquist & Schneider
2001).

Mesmo em espécies de outros grupos de plantas onde as paredes laterais
apresentam somente pontoacdes, os elementos traqueais podem se apresentar
agregados. Vilata (2012), estudando espécies de angiospermas, observou que os
elementos condutores agregados requerem uma quantidade menor de células e
um limen de menor diametro que espécies com distribuicdo uniforme de
elementos traqueais. Ainda de acordo com o autor a agregacao leva a uma rede
mais eficiente de xilema, com maior capacidade de transporte de agua.

Em Pteridium o parénquima invade o xilema e subdivide esse em segmentos
de poucos vasos cada. Essa situacdo remete o xilema primario em angiospermas,
no qual fileiras de vasos sdo separados dos outros e dessa forma os contatos
laterais entre os vasos sdo relativamente poucos (Carlquist & Schneider 2007). Ja
nas espécies analisadas no presente trabalho é possivel observar com clareza

os elementos traqueais formando fasciculos onde existe muito contanto entre as
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faces laterais da parede celular. Esse contato é estabelecido por grandes
pontoacdes elipticas e os espessamentos escalariformes provavelmente tem a

fungdo de manter a estabilidade do elemento traqueal.

Os elementos traqueais e a influéncia do ambiente

Muitos pesquisadores tém demonstrado que os elementos traqueais sofrem
intensa influéncia do ambiente (Zimmerman 1983, Woodcook et al. 2000, Sperry e
Robson, 2001) e, sem duvida, a disponibilidade de agua é a variavel mais
determinante. Isso é uma resposta ao conflito existente entre a necessidade
estrutural do elemento de vaso para minimizar a cavitagdo por um lado e a
eficiéncia de transporte por outro (Hacke e Spery 2001)

Caracteristicas relativas a membrana de pontoacdo sido especialmente
afetadas pela disponibilidade de dgua (Zwieniecki et al. 2001). De fato, no presente
trabalho a Unica caracteristica que variou entre as espécies foi a ocorréncia de
membranas de pontoac¢do nas paredes terminais.

De acordo com Zimmerman (1983) A agua passa entre os conduites através
de conexdes de pontoacdes que consistem de uma membrana de pontoagao
(derivada da parede primaria e lamela média de conduites adjacentes) sustentada
em uma camara de pontoacdao formada pelo arqueamento da parede secundaria.
Sao as pontoagdes que permitem que a agua passe entre conduites funcionais, e
ainda previnem o ar de vazar dentro do sistema de conduites em um evento de
dano. Poros grandes na membrana de pontoacgao irdo facilitar o fluxo mas podem
também comprometer a contenc¢ao de cavitagao.

Até o presente trabalho, Asplenium nidus (epifita) era a Unica espécie
analisada no que se refere aos elementos traqueaias em Aspleniaceae. De acordo
com Carlquist & Scneider (1999) o rizoma de A. nidus contém uma variedade de
elementos traqueais no que diz respeito a didmetro e morfologia da placa de
perfuragdo. Algumas paredes terminais dos elementos traqueais apresentam
membranas de pontoacdo com porosidade discreta; muitas das membranas mais
porosas nessa preparagdo arrebentam. Algumas areas talvez representem poros
incipientes e talvez sejam o comec¢o da formacdo de placas de perfuracao distintos

no rizoma de A. nidus
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Inquestionavelmente, o habitat para plantas vasculares epifitas flutua
consideravelmente em disponibilidade de agua. A ocorréncia de adaptacgdes
especiais em epifitas (pseudobulbos em Orquidaceae, reservatorio de agua em
Bromeliaceae, velamen nas raizes de Orquidaceae) indica a severidade da
flutuacdo de disponibilidade de agua.

No presente trabalho nao ficou evidente nenhuma relagdo entre habitat e
presenca de membrana de pontoacdo. Talvez as placas de perfuracao observadas
por Carlquis & Schneider (1999) em Asplenium nidus possam ser artefatos gerados
pela metodologia que na ocasido do trabalho envolvia maceragdo e ponto critico.

Hymenasplenium triquetrum, e A. monanthes apresentam elementos de vaso,
ja que ndo a membrana de pontoacao nao foi observada nas paredes terminais da
célula. Apesar de a primeira espécie ser rupicola, dificilmente sofre com a
disponibilidade de dgua ja que a amostra coletada ocorre ao lado de uma grande
cachoeira chegando mesmo a ficar com a superficie bem timida. Em uma situagao
como essa, na qual a cavitacdo nao chega a ser um problema, membranas delgadas
ou inexistentes ajudam a aumentar a velocidade do fluxo de agua.

Os dados apresentados no presente trabalho, no entanto, devem ser apenas
o inicio dessa investigacdo e sugere-se que no futuro sejam escolhidas espécies
capazes de sobreviver em variados ambientes, com o intuito de avaliar se, a
espessura e ocorréncia de membrana pode variar dentro de uma mesma espécie.

Além disso, sugere-se também que no futuro os elementos traqueais
ocorrentes em Aspleniaceae possam ser avaliados em MFA para minimizar

eventuais duvidas referentes a artefatos gerados pelo método utilizado para MEV.
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Evolucdo de caracteres anatémicos em Aspleniaceae Newman.

RESUMO

Apesar de a familia Aspleniaceae ser monofilética e bem delimitada as
relacoes dentro do grupo ainda sdo obscuras. Caracteristicas anatomicas foram
incluidas em uma 4arvore baseada em dados moleculares com o objetivo de
verificar se esses caracteres sdo informativos e discutir eventuais implica¢des
evolutivas destes. Foram obtidos indice de consisténcia (IC) de 0,512 e de retencao
(IR) 0,417. Dezoito -caracteristicas mostraram-se informativas. O tipo de
esclereides ao redor da endoderme da raiz, por exemplo, separou o grupo externo
e os géneros Hymenasplenium e Asplenium. A presenca de linhas laterais é uma
sinapomorfia do clado que agrega A. auritum e A. auriculatum, um ja sabido grupo
de afinidade morfol6gica e molecular. Ja outras caracteristicas parecem ter surgido

independenente enquanto outras regrediram em alguns clados.
Palavras-chave: Hymenasplenium, Asplesnium, filogenia.

ABSTRACT

Although the family Aspleniaceae be monophyletic and well-defined
relations within the group are still unclear. Anatomical characteristics were
included in a tree based on molecular data in order to verify that these characters
are informative and discuss possible evolutionary implications of these. Were
obtained consistency index (CI) of 0.512 and retention (RI) 0,417. Eighteen
characteristic proved informative. The type of sclereids around the root
endodermis, for example, separated and external group Hymenasplenium
asplenium and genres. The presence of wings is a synapomorphy of the clade that
adds A. auritum and A.auriculatum, an already known group of morphological
affinity. Have other features seem to have arisen independenente while others

regressed in some clades.

Key-words: Aspleniaceae, caracters evolution, filogeny
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INTRODUCAO

A filogenia de samambaias tem sido foco de varios estudos que procuram
entender a evolucdo desse grupo tdo diverso. Atualmente, sdo reconhecidos cinco
grandes clados de samambaias leptosporangiadas, sendo o clado Polypodiaceae o
mais derivado. Este clado foi relacionado a ordem Polypodiales, tendo como
principal sinapomorfia a presen¢a de um anulo longitudinal interrompido pelo
pedicelo no esporangio. Sdo ainda reconhecidas dois grandes grupos naturais no
clado Polypoide - as Eupolipoides I e as Eupolipoides II (Schutpellz & Pryer 2007).

Dentre as familias de Eupolypods II, Aspleniaceae vem recebendo forte
suporte em analises moleculares (Shuettpelz & Pryer 2007, Sundue & Rothfels
2013). Apesar de a familia ser reconhecida como monofilética e sua relacao com
outros grupos ja ter sido bem delimitada, a resolucdo interna ainda ndo foi bem
estabelecida. Sao atualmente reconhecidos dois géneros: Asplenium, que engloba a
grande maioria das espécies e Hymenasplenium (Schneider et al. 2004, Smith et al.
2006).

Estudos morfolégicos sempre apontaram a ocorréncia de grupos de
afinidade em Asplenium (Tryon & Tryon 1992, Sylvestre 2001). Nos ultimos anos,
dados da sequéncia do nucleotideo rbcL e métodos filogenéticos foram
introduzidos para inferir as relagdes no grupo. (Murakami et al. 1998, 1999 Vogel
et al. 1996, Schneider et al. 2004, Smith et al. 2006, Shulze et al. 2001, Van Den
Heede 2003).

Schneider et al. (2009) discutiram o uso de dados morfoldgicos na analise
filogenética de samambaias e demonstraram que caracteres de morfologia
potencialmente informativos podem gerar resultados filogenéticos bem
suportados. Os autores apontam ainda que: 1) muitos estudos empiricos e tedricos
demonstram que toda informacdo acessivel deve ser usada para obter uma
hipétese filogeneticamente mais robusta e 2) os dados morfoldgicos sao os unicos
observaveis tanto em taxa viventes quanto em fésseis.

Apesar da importancia dos dados morfolégicos ja ter sido demonstrada,
poucos trabalhos utilizaram anatomia em suas analises filogenéticas (Cattai, 2007,

Noguera-Savelli & Jauregui 2011, Saraiva, 2013). Mais raros ainda sdo os que
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fazem tal tipo de trabalho com samambaias, como Hernandez-Hernandez (2009) e
Schneider et al. (2002). Talvez por trabalhos sobre a anatomia de espécies de
Aspleniaceae serem escassos essas informagdes raramente sdo incluidas nas
analises. Por esse motivo, pouco se sabe sobre a evolucdo dos caracteres
anatémicos na familia.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é avaliar a ocorréncia de

caracteres anatomicos filogeneticamente informativos e discutir eventuais

implicacdes evolutivas destes.
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MATERIAIS E METODOS

A selecdo dos terminais foi feita com o propédsito de englobar os diferentes
grupos de afinidade da familia. As espécies incluidas na andlise estdo listadas na
Tabela 1, com seus respectivos niumeros de registro e separadas por cores que
representam, os diferentes grupos de afinidade morfoldgica segundo Tryon &
Tryon (1982) e Sylvestre (2001). Para a polarizagdo da arvore foram escolhidas
duas espécies para o grupo externo (Diplazium cristatum e Diplazium
plantaginifolium), Athyriaceae.

Caracteristicas anatomicas da raiz, do caule e da folha foram entdo
selecionadas e seus estados de carater (binario e alguns multiestado) estdo
listados na Tabela 2. De 40 caracteristicas, 20 mostram-se informativas.

Os mesmos espécimes constantes da Tabelal. foram submetidas a extracao
do DNA total pelo método do CTAB a 2 (Doyle & Doyle 1987) feitos a partir de
fragmentos de folha armazenados em silica gel e posteriormente macerados em
nitrogénio liquidos. Ap6s extragdo, as amostras foram amplificadas com os
marcadores de cloroplasto rbcl. e trnL-F através da Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR). As amostras foram entdo sequenciadas e posteriormente foi
feita a sequencia de consenso (F e R) para cada marcador através do programa
Bioedit (Hale 1999). As sequencias foram entdo alinhadas e foi gerada uma arvore
de maxima verossimilhanca (ML) concatenada dos dois marcadores usando o
software PhyML com bootstrap (100 réplicas), através do programa de
alinhamento Seaview 4.2 (Guidon et al. 2010).

A reconstrucao dos caracteres anatomicos foi feita com base na arvore de
consenso obtida com os dois marcadores moleculares e a matriz morfoldgica
através do programa Mesquite (Madison & Madison 2015).

Com o objetivo de medir a quantidade de homoplasias da arvore foi
calculado o indice de consisténcia (IC) e para calcular a fracao de sinapomorfias em

relacdo as autopomorfias o indice de retencao (IR)
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Tabela 1. Relagdo de material examinado por taxon, utilizados na analise morfologica. As
diferentes cores representam os diferentes grupos de afinidade morfoldgica propostos por

Tryon & Tryon (1992) e Sylvestre (2001).

Grupo Espécies Nuamero de coleta

Externo  Diplazium cristatum

Diplazium plantaginifolium

2 A. balansae (Baker) Sylvestre M. G. Santos 1080 (RB)
A. douglassi Hook. & Grev. Bovini 3689 (RB)

3 A. harpeodes Kunze Damasceno 352 (RB)

4 A. monanthes L. Sylvestre 2189 (RB)

A. castaneum Scltdl. & Cham Condack & Damasceno s.n (RFA)
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Tabela 2. Caracteres e estados de caracter utilizados na anadlise filogenética de

Aspleniaceae Newman

Numero Caracter\estado de caracter

Raiz
1 Presenca de graos de amido na raiz: presente (0), ausente (1)
2 Espacos intercelulares no cértex da raiz: bem evidentes (0), pouco evidentes (1)
3 Presenca de espessamentos em hélice na raiz: ausente (0), presente (1)
4 Esclereides ao redor da endoderme na raiz: ausente (0), presente com espessamentos na

parede periclinal interna (1), presente com espessamentos uniformes (2)

Caule

5 Compostos fendlicos na epiderme do caule: ausente (0), presente (1)
6 CB no caule: ausente (0), presente (1)

Peciolo
7 Epiderme: simples (0), com células espessadas (1)
8 Linhas laterais: ausente (0), presente (1)
9 Camada de esclerénquima no cértex externo: presente (0), ausente (1)
10 Tanino ao redor da endoderme: (0) presente, (1) ausente
11 Esclerénquima aoredor da endoderme: (0) ausente, (1) presente

Lamina foliar

12 Células mais alongadas na regido dos feixes: (0) ausente, (1) presente

13 Cloroplastos nas células da epiderme: (0) presente, (1) ausente

14 Rafides nas células da epiderme: (0 ) ausente, (1 ) presente

15 Pequenos cristais nas células da epiderme: (0) ausente, (1) presente

16 Tricomas: (0) ausente, (1) presente

17 Banda circuendodérmica: presente (0), ausente (1)

18 Membrana de pontoacdo bem evidente na porc¢io terminal do elemento traqueal: (0) presente,

(1) ausente
19 Nervura : (0) livre, (1) areolada

20 Divisdo da lamina: (0) pinada, (1) inteira
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RESULTADOS

Para a reconstrucao dos estados de carater ancestrais foram utilizadas 18
caracteristicas anatomicas e duas morfolégicas, das quais 20 mostraram-se
informativas. Os numeros de referéncia para os clados de Aspleniaceae sdo
apresentados na figura 1. Foram obtidos indice de consisténcia (IC) de 0,512 e de

retencdo (IR) 0,417.

Raiz

0 mapeamento demonstrou que os caracteres 1 e 2 da raiz sdo restritos ao
grupo externo. A presenca de graos de amido e a presenca de espacos
intercelulares sao estados ancestrais que se perderam no clado 3.

A ocorréncia de espessamentos em hélice na raiz é observada em
Hymenasplenium, mas ndo no clado 8. formado por espécies que eram associadas
ao género Antigramma (Figura 2).

Os esclereides ao redor da endoderme tem espessamento uniformes em
Hymenasplenium. Em Asplenium as paredes periclinais internas das células sdo
mais espessas, enquanto no grupo externo os esclereides nao estdo presentes. A
auséncia da caracteristica no grupo externo demonstra que essa é a condi¢ao basal

(Figura 3).

Caule

O padrao de evolucdo da presenca de tanino é incerta no grupo, sendo
igualmente possivel o surgimento deste estado no ancestral do clado 6 e
subsequente reversao para a auséncia dessas substancias no clado 11 ou o
surgimento independente em A. unisseriale e A. douglasii (Figura 4).

A bainha circuendodérmica com conteudo taniferos  surgiu
independentemente em Hymenasplenium e no clado 7. Por ndo estar presente em

Diplazium, podemos considerar auséncia como condi¢do ancestral (Figura 5).
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Peciolo

A presenca de linhas laterais é uma possivel sinapomorfia do clado 21 que
inclui A. auritum e A. auriculatum. Ja a presenca de camadas de esclerénquima
abaixo da epiderme surgiu de forma independente na ultima espécie (Figura 6).

A presenca de esclerénquima no cortex externo é constante nas espécies
analisadas e s6 nao foi observado em A. auriculataum onde houve uma regressao
(Figura 7).

A presenca de tanino ao redor da endoderme esta restrita ao clado 5 e
houve duas regressoes (A. pseudonitidum e A. serratum)., sendo que a auséncia do
metabdlito é a condicdo ancestral (Figura 8).

O esclerénquima ao redor da endoderme esta presente em quase todas as
espécies. Em A. auritum e no clado 8 as células sio perdidas de forma

independente (Figura 9).

Lamina foliar

Na lamina foliar, as células mais alongadas na regido dos feixes esta
presente em Hymenasplenium e outros trés terminais caracterizando o surgimento
independente da caracteristica.. A auséncia dessa caracteristica foi observada o
grupo externo (Figura 10) e por isso essa condi¢ao é ancestral.

A ocorréncia de cloroplastos nas células da epiderme é constante nas
espécies analisadas e a auséncia é observada duas vezes no clado 17 (Figura 11).

Os pequenos cristais nas células da epiderme sao observados duas vezes em

A.unisseriale e A. serratum. A auséncia é a condicao ancestral (Figura 12).

Caracteres morfoldgicos e membranas de pontoac¢ao
A lise da membrana nas paredes terminais ocorreu independentemente em
H. triquetrum e A. monanthes (Figura 13). A presenca de membranas de pontoacgao

nas paredes terminais é a condi¢do ancestral (Figura 15).
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Asplenium balansae

Asplenium douglasii

Asplenium harpeodes

Asplenium pseudonitidum

‘ Asplenium scandicinum

' Asplenium uniseriale

(18)
©
2)

@@

Asplenium serratum

Asplenium oligophyllum

Asplenium auritum

Asplenium auriculatum

Asplenium monanthes

Asplenium castaneum

. Asplenium serra

. Hymenasplenium triquetrum

o)

Diplazium plantaginifolium

Diplazium cristatum

Figura 1. Arvore mais parcimoniosa com ntiimeros de referéncia para cada clado

sobre os ramos. e também para os terminais
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Asplenium balansae
' Asplenium douglasii
Asplenium harpeodes
Asplenium pseudonitidum
Asplenium scandicinum
Asplenium uniseriale
Asplenium serratum
‘ Asplenium oligophyllum
Asplenium auritum
Asplenium auriculatum
Asplenium monanthes
Asplenium castaneum
Asplenium serra
Hymenasplenium triquetrum
Diplazium plantaginifolium

. Diplazium cristatum

Q Ausente

Figura 2. Mapeamento da ocorréncia de espessamentos em hélice nas células do
cortex da raiz (carater 3); micrografias em detalhe de Asplenium douglassi e A.

serratum.
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Asplenium balansae

Asplenium douglasii

Asplenium harpeodes

Asplenium pseudonitidum

Asplenium scandicinum

Asplenium uniseriale

Asplenium serratum

Asplenium oligophyllum

Asplenium auritum

Asplenium auriculatum

Asplenium monanthes

Asplenium castaneum

Asplenium serra

Hymenasplenium triquetrum

Diplazium plantaginifolium

' Diplazium cristatum

’j’ Presente com espessamentos

na parede periclinal interna

Presente com espessamentos
uniformes

Figura 3. Evolucao da ocorréncia de esclereides ao redor da endoderme na raiz
(carater 4); micrografias em detalhe de Asplenium unisseriale e Hymenasplenium
triquetrum. A presenca de esclereides com espessamento na parede periclinal

interna é uma sinapomorfia do género
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' ' Asplenium balansae

Asplenium douglasii

' Asplenium harpeodes

i »
’ ‘ Asplenium pseudonitidum

. Asplenium scandicinum
Asplenium uniseriale
‘. Asplenium serratum
¥
‘ . Asplenium oligophyllum
»
. Asplenium auritum

. Asplenium auriculatum

. Asplenium monanthes

‘ . Asplenium castaneum

. Asplenium serra

’ Hymenasplenium triquetrum

‘ Diplazium cristatum

Diplazium plantaginifolium

QAusente

‘ Presente

Figura 4. Ocorréncia de tanino na epiderme do caule (carater 5); micrografias em

detalhe de Asplenium monanthes. e Hymeansplenium triquetrum.
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Asplenium balansae

Asplenium douglasii

Asplenium harpeodes

Asplenium pseudonitidum

Asplenium scandicinum

Asplenium uniseriale

Asplenium serratum

Asplenium oligophyllum

Asplenium auritum

Asplenium auriculatum

Asplenium monanthes

Asplenium castaneum

Asplenium serra

Hymenasplenium triquetrum

Diplazium plantaginifolium

Diplazium cristatum

Figura 5. Ocorréncia de banda circuendodérmica no caule (carater 6);
micrografias em detalhe de Asplenium monanthes e Hymenasplenium triquetrum.
Hymenasplenium e o clado 6 apresentam banda e o carater surgiu

independentemente duas vezes.
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. Asplenium balansae

‘ Asplenium douglasii

. Asplenium harpeodes
‘ ‘ Asplenium pseudonitidum
‘ Asplenium scandicinum
. Asplenium uniseriale

.. Asplenium serratum

.0
Asplenium oligophyllum
& (U

Asplenium auritum

Asplenium auriculatum

Asplenium monanthes

' ‘ Asplenium castaneum

. Asplenium serra

‘ Hymenasplenium triquetrum

‘ Diplazium cristatum

Diplazium plantaginifolium

Figura 6. Ocorréncia de linhas laterais no peciolo (carater 8); micrografias em
detalhe de Asplenium unisseriale e A. auriculatum. A presenca de linhas laterais é

uma sinapomorfia do clado 21.
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Asplenium balansae

‘ Asplenium douglasii

&
' . Asplenium pseudonitidum

Asplenium harpeodes

. Asplenium scandicinum

‘ Asplenium uniseriale
‘ ‘ Asplenium serratum

. . ' Asplenium oligophyllum
‘ Asplenium auritum

Asplenium auriculatum

‘ Asplenium monanthes

. ‘ Asplenium castaneum

‘ Asplenium serra

' Hymenasplenium triquetrum

. Diplazium cristatum

Diplazium plantaginifolium

Figura 7. Ocorréncia de camadas de esclerénquima no cortex externo (carater 9);

micrografias em detalhe de Hymenasplenium triquetrum e Asplenium auriculatum.
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Asplenium balansae
Asplenium douglasii
Asplenium harpeodes
. Asplenium pseudonitidum
Asplenium scandicinum
Asplenium uniseriale
. . Asplenium serratum
Asplenium oligophyllum
Asplenium auritum
Asplenium auriculatum
Asplenium monanthes

‘ Asplenium castaneum

‘ Asplenium serra

. Hymenasplenium triquetrum

Diplazium plantaginifolium

Diplazium cristatum

Q Presenca de tanino

s ‘ Sem tanino

Figura 8. Ocorréncia de tanino ao redor da endoderme no peciolo (carater 11);

micrografias em detalhe de Asplenium unisseriale e A. oligophyllum. O carater

surgiu no clado 5.
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Asplenium balansae

Asplenium douglasii

Asplenium harpeodes

Asplenium pseudonitidum

Asplenium scandicinum

Asplenium uniseriale

Asplenium serratum

Asplenium oligophyllum

Asplenium auritum

Asplenium auriculatum

Asplenium monanthes

Asplenium castaneum

Asplenium serra

Hymenasplenium triquetrum

Diplazium plantaginifolium

Diplazium cristatum

Q Com células de parede espessada

: ‘ Sem células de parede espessa

Figura 9. Ocorréncia de esclereides ao redor da endoderme no peciolo (carater
11); micrografias em detalhe de Asplenium auritum e A. oligophyllum. O carater

surgiu independentemente duas vezes..
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Asplenium balansae

. Asplenium douglasii

Asplenium harpeodes

Asplenium pseudonitidum
. Asplenium scandicinum
‘ Asplenium uniseriale
Asplenium serratum
. Asplenium oligophyllum
Asplenium auritum
. Asplenium auriculatum

Asplenium monanthes

QAusente

‘ Presente

. Asplenium castaneum
. Asplenium serra
Hymenasplenium triquetrum

Diplazium plantaginifolium

. Diplazium cristatum

Figura 10. Ocorréncia de células epidérmicas mais alongadas na regiao dos feixes
da lamina foliar (carater 12); micrografias em detalhe de Asplenium. balansae e A.

auritum
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‘ Asplenium balansae

. Asplenium douglasii

. Asplenium harpeodes

. &
. ‘ Asplenium pseudonitidum

. Asplenium scandicinum
. Asplenium uniseriale
.. Asplenium serratum
®
‘ . Asplenium oligophyllum
®
. Asplenium auritum
Asplenium auriculatum

. Asplenium monanthes

‘ . Asplenium castaneum

‘ Asplenium serra

. Hymenasplenium triquetrum

. Diplazium plantaginifolium

Q Presente ‘ Diplazium cristatum

‘ Ausente

Figura 11. Cloroplastos nas células da epiderme da lamina foliar (carater 13);
micrografias em detalhe de Asplenium pseudonitidum e A. radiannum. O carater

surgiu duas vezes no clado 17.
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Asplenium balansae

Asplenium douglasii

Asplenium harpeodes

Asplenium pseudonitidum

Asplenium scandicinum

Asplenium uniseriale

Asplenium serratum

Asplenium oligophyllum

Asplenium auritum

Asplenium auriculatum

Asplenium monanthes

Asplenium castaneum

Asplenium serra

Hymenasplenium triquetrum

Diplazium plantaginifolium

Diplazium cristatum

Figura 12. Ocorréncia de pequenos cristais nas células da epiderme da lamina

foliar (carater 15); micrografias em detalhe de Asplenium balansae e A. unisseriale.
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‘ Asplenium balansae

. Asplenium douglasii

. ‘ Asplenium harpeodes
(N
’ . Asplenium pseudonitidum

' Asplenium scandicinum

’ Asplenium uniseriale

. .. Asplenium serratum
’ . . Asplenium oligophyllum
‘ Asplenium auritum
' Asplenium auriculatum

Asplenium monanthes

‘ ‘ Asplenium castaneum

' Asplenium serra

Hymenasplenium triquetrum
Diplazium plantaginifolium

Diplazium cristatum

Q Com membrana de pontoacao

‘ Sem membrana de pontoagao

Figura 15. Mapeamento da presenca de membrana de pontoacdo nas paredes
terminais dos elementos traqueais (carater 20): micrografias em detalhe de

Asplenium douglasii e A. monanthes.
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DISCUSSAO

E comum encontrar na literatura dados que apontam a anatomia da folha
como uma fonte de caracteres informativos para filogenia (Schuttpelz & Pryer,
2008). Para as samambaias um dos trabalhos mais significativos é o de Hernandez-
Hernandez et al. (2012) que estudando a anatomia de 89 espécies concluiram que
a reconstrucao do estado ancestral das caracteristicas anatomicas do peciolo
trouxeram grandes avangos para o entendimento da evolu¢ao das samambaias. De
fato, no presente trabalho foi verificado que muitos dos caracteres anatomicos
utilizados foram informativos. Além disso, é importante ressaltar o fato de que nao
somente a anatomia da folha gerou dados relevantes, mas também o caule e a raiz.
Dessa forma se sugere que todos os 6rgaos do esporofito sejam explorados em

trabalhos futuros.

A evolucado da banda circuendodérmica

Um dos caracteres que mais gerou informacdes foi a banda
circuendodérmica, uma camada com células de paredes espessadas ou
impregnadas de tanino frequente em muitas familias de samambaias.

Na raiz foi possivel perceber que a presenca de esclereides ao redor da
endoderme é constante, como ja havia sido demonstrado no trabalho de Schneider
(2004), um dos poucos que utilizou o 6rgdo como fonte de informacao. No entanto,
fica claro que a presenca de células com paredes periclinais internas mais espessas
ao redor da endoderme ndo pode ser considerada uma sinapomorfia de
Aspleniaceae, como apontava o autor, ja que Hymenasplenium apresenta células
com paredes igualmente espessadas. Fica evidente que a presenca de banda
circuendodérmica com células desigualmente espessadas na raiz é uma
sinapomorfia sim, mas ndo da familia como se pensava e sim do género Asplenium
sendo a condi¢do mais derivada dentro da familia.

No caule a banda circuendodérmica aparece em Hymenasplenium e no clado
6. Varios terminais ndo apresentam a banda o que difere da raiz na qual todas as

Aspleniaceae apresentam banda.
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Diferentemente do observado na raiz e no caule, a presenca de banda
circuendodérmica no peciolo é constante (seja com contetido de tanino ou com
células de paredes espessas) e foi perdida em apenas um dos terminais. Esse
resultado se contrapde ao observado por Hernandez-Hernandez et al. (2012) que
apontaram a perda da banda circuendodérmica em Aspleniaceae.

Dessa forma, no que se refere a banda circuendodérmica, tanto na raiz
quanto no peciolo, os dados obtidos nesse trabalho se opuseram aos dados
encontrados na literatura. Isso deixa clara a urgéncia de se analisar um nimero
maior de espécies a fim de se ter um entendimento mais preciso sobre a evolucao
dos caracteres anatomicos.

Ainda sobre a banda circuendodérmica do peciolo foi possivel observar no
presente trabalho que a banda é descontinua em praticamente todas as espécies.
Ao analisar esse carater Hernandez-Hernandez et al. (2012) concluiram que a
descontinuidade da banda circuendodérmica ndo parece estar relacionada a
ontogenia do peciolo e como todos os estagios de continua, descontinua até a
perda total puderam ser observadas em Thelypteridaceae, a descontinuidade deve
ser um estagio evolutivo transicional antes da perda secundaria. De fato, ao se
confrontar essa ideia com os dados obtidos é possivel perceber a consonancia nos
resultados e concluir que a banda continua é plesiomorfica. Nas espécies
analisadas o grupo externo e Hymenasplenium (clado mais basal de Aspleniaceae)
apresentam banda continua e os demais terminais BC descontinua, com exce¢ao de
A. oligophyllum que ndo apresenta banda.

E importante destacar o fato de que a ocorréncia da banda
circuendodérmica se mostrou ser independente entre os 6rgaos. Por exemplo, sua
presenca na raiz ndo implica que a mesma ocorrera na folha da mesma espécie.
Além disso, sua condicdo variou entre plesiomorfica e apomorfica entre os

diferentes 6rgaos.

Sinapomorfias que reforcam grupos de afinidade

A presenca de linhas laterais é uma sinapomorfia do clado que inclui
A.auritum e A. auriculatum. Tal dado é interessante, pois as espécies ja foram
apontadas como integrantes de um grupo de afinidade morfolégica por Sylvestre

(2001) e também moleculares.
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Regressoes

Mutacoes deletérias ndo sdo raras e de acordo com Schneider (2009) muitas
das linhagens derivadas, em samambaias sdo caracterizadas pela reducdo ou
auséncia de estruturas. Algumas regressdes podem ser verificadas nas espécies
analisadas.

A auséncia de esclerénquima no cortex externo do peciolo de A. auriculatum
é¢ um bom exemplo de mutacao deletéria observada no presente trabalho. A perda
do esclerénquima ja foi observada também por Schneider (2009) que relatou o
mesmo evento em Ophioglosiidae e Maratiidae.

Os espessamentos em hélice ocorrentes no cértex da raiz de Asplenium
foram claramente perdidos. A caracteristica ndo é observada no clado que incluia
as espécies anteriormente agrupadas no género Antigramma(clado 8). Por isso o
carater é ndo somente uma regressao, mas também uma sinapormorfia do clado
formado por tais plantas.

Os cloroplastos nas células epidérmicas da lamina foliar também foram
perdidos em dois terminais (A. serratum e A. auriculatum). A presenca de
cloplastos na epiderme é bem carcteristica de samambaias (Ogura 1972) e no
presente trabalho é observada em todas as plantas de sombra. As plantas que
perderam os cloroplastos da epiderme vivem sob luz intensa, o que ajuda a

explicar essa regressao.

Surgimentos independentes

A membrana de pontoagdo sofreu intensa lise em duas espécies (H.
triquetrum e A. monanthes). Tal caracteristica surgiu independentemente nos dois
terminais. Essa informacdao confirma o observado por Carlquist & Schneider
(2001). Os autores acreditam que os elementos de vaso surgiram de forma
independente ja que o processo que leva a lise da membrana de pontoagdo é muito
simples (camadas de celulose sdo retiradas com a acao da celulase e pectinase).
Dessa forma, os resultados obtidos com a reconstrucdo dos estados ancestrais da
membrana de pontoacdo ajudam a refor¢ar ainda mais a hipétese discutida no
capitulo 2. Ou seja, o ambiente tem muita influéncia sobre a espessura e lise da

membrana de pontoacao.
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Além da membrana de pontoacdo, outras caracteristicas também
surgiram de forma independente: pequenos cristais nas células da epiderme,
rafides e células mais alongadas na regido dos feixes. Todas esses surgimentos

ocorrem na folha que é sabidamente o 6rgao mais plastico da planta.
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CONCLUSOES GERAIS

1. A presenca de células de parede periclinal interna espessa circundando a
endoderme na raiz nao pode ser considerada uma sinapomorfia da familia
Aspleniaceae como proposto por Schneider (2004), mas pode ser

considerada uma sinapomorfia do género Asplenium.

2. Apesar de a anatomia do peciolo ter se mostrado bastante tutil no que se
refere a exploracdo de caracteres informativos o presente trabalho
demonstrou que outros 6rgaos como a raiz e o caule também geram dados

relevantes e devem ser mais explorados em trabalhos futuros.

3. Caracteres anatdomicos da raiz e caule, como a bainha circuendodérmica da
raiz e a configuracdo dos meristelos do caule, mostraram-se uteis para
confirmar a segregacdo dos dois géneros de Aspleniaceae. Enquanto a
anatomia da folha revelou muitas caracteristicas diagnésticas para as
espécies (ex: tricomas, cristais nas células da epiderme, configuracdo do

xilema na regiao distal do peciolo.

4. Os elementos traqueais de Aspleniaceae variam muito pouco no que se
refere a tamanho da célula e formato das pontoacgdes. As células sao sempre
alongadas, com paredes laterais escalariformes, e paredes terminais
obliquas.. As células condutoras sempre ocorrem agrupadas com as faces

laterais em contato com a de outras células condutoras.
5. A presenca de membrana de pontoagao nas paredes terminais das células
variou entre as espécies e dessa forma podem ser encontrados traqueides e

elementos de vaso.

6. A espessura das membranas de pontoacdo parece ter relacdo com o

ambiente em que a planta ocorre e ndo com seu habitat.
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7. Os caracteres anatomicos incluidos na filogenia, como a configuracao do

xilema e a bainha circuendodérmica da raiz, caule e folha de Aspleniaceae

mostraram-se informativos.

8. Algumas caracteristicas como a presenca de células mais alongadas na
regido dos feixes paracem ter surgido independenetemente em varios

momentos distintos da evolug¢ao do grupo
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