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4.2.4. Grupo morfolégico equinado (Laminas 23, 24 y 25)

Este grupo morfolégico incluye a las especies Hypolepis mitis, Hypolepis x paulistana,
Hypolepis repens € Hypolepis stolonifera (var nebularis, var stolonifera 'y var delasotae).
Las esporas son monoletes, bilaterales. En vista polar son elipticas, y en vista ecuatorial
mayor, la cara proximal es plana y la distal hemisférica, excepto en H. x paulistana donde
esta ultima varia de convexa a subconica (Lamina 23, Fig. A-E). Adicionalmente, H. x
paulistana puede presentar esporas aletes, esféricas, de simetria radiada o esporas muy
irregulares, con formas que no pudieron definirse.

La lesura es recta, de 12-27 um de longitud y se extiende de 2/3 a 3/4 partes de la longitud
de la espora. En H. x paulistana algunas esporas presentaron lesuras curvadas en los
extremos.

El perisporio es castafio claro al MO, equinado, con espinas aplanadas en seccion
transversal, sobre las cuales se observan cordones. Tiene un grosor entre 0,4-7,5 pm'y
presenta tres capas al MET.

El exosporio es amarillento a hialino al MO y posee ornamentacion verrucosa y
ocasionalmente se observan espinulas intercaladas entre las verrugas. Tiene 0,1-1,9 um de

grosor y, al MET, se observa que estd formado por dos capas.

Hypolepis Bernh.

Género cosmopolita con ca. 80 taxa (entre especies, subespecies y variedades), distribuidas
en regiones tropicales y templadas del hemisferio sur con extensiones locales en regiones
tropicales y templadas del hemisferio norte. Es especialmente diverso en Asia y Australasia
(Oceania, Sudeste y Este asiatico), con algunas especies extendidas en el oeste de Africa y
este del Pacifico y Nueva Zelanda. En América se encuentra representado por ca. 40-45
especies, de las cuales 27 se distribuyen en Sudamérica.

Las especies del género crecen en selvas humedas, selvas montanas, bordes de selvas,
bosques rocosos, también en campos, pastizales abiertos y sitios disturbados con vegetacion
secundaria. Algunas especies andinas pueden extenderse hacia el Paramo. Estan presentes

desde el nivel del mar hasta los 4200 m.
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Hypolepis mitis Kunze ex Kuhn, Linnaea 36. 1869.
Basonimo: Pteris incisa Thunb., Prodromus Plantarum Capensium: 171. 1800. Tipo:

Sudafrica, Cape, Thunberg s.n. (Holotipo UPS; Isotipo S!).

Descripcion del esporofito: Rizoma de 0,2-0,4 cm de didmetro, erecto, rastrero, pubescente,

con tricomas catenados o aciculares, castafio-rojizos. Peciolos de 0,4-1,45 m de longitud,
surcados abaxial y adaxialmente, con yemas que originan raices en la base, rojizos a
castafio oscuros proximalmente, amarillentos o pajizos distalmente, lustrosos, provistos de
aculeos, glabros o escasamente pubescentes con tricomas catenados esparcidos. Frondes de
0,7-3 m de longitud, monomérficas. Laminas tripinnadas a tripinnado-pinnatifidas en la
base, a veces tetrapinnadas, deltoide. Raquis surcado adaxialmente, pajizos a marron-claro,
aculeados y pubescentes en ambas caras, con tricomas catenados, hialinos o amarillentos.
Pinnas, de 0,5-48 cm de longitud, 10-20 pares, pecioladas, lanceadas. Costas sulcadas
adaxialmente, pubescentes en ambas caras con tricomas como los del peciolo. Pinnulas,
lineares a lanceoladas, pecioluladas a sésiles. Costulas sulcadas o no adaxialmente,
pubescentes. Segmentos oblongos a lineares, lobulados. Venas abaxialmente negras e
inmersas, con tricomas catenados, aciculares, hialinos a amarillentos. Epidermis entre venas
abaxialmente estrigoso, con pelos aciculares, esparcidos. Soros marginales, elipticos,
naciendo en margen basiscopico y acroscopico de los segmentos, a menudo confluentes a la

madurez. Indusios membranosos de margen crenado con tricomas catenados, aciculares.

Distribucién en el area de estudio: BRASIL: Parana, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Rio
de Janeiro y Sao Paulo (Fig. 14). Fuera del 4rea: Nordeste de Brasil.

Esta especie es endémica de Brasil.

Hébitat: En bosques y selvas montanas y altomontanas. Entre los 1000-1900 msm
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Figura 14. Distribucion de Hypolepis mitis en la Provincia Fitogeografica Paranaense.

@ = material examinado en esta tesis.
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Hypolepis x paulistana Schwartsb. & J. Prado, American Fern Journal 106, in press.
Tipo: Brasil, Sdo Paulo: Pindamonhangaba, estrada para o Pico do Itapeva, 22°46°05”’S,
45°32°17°W, 1881 m, 23 Jan 2010, P.B. Schwartsburd, J. Prado, G.

Yatschievych & E. Schuettpelz 2298 (Holotipo: SP; Isotipo: DUKE, LP!-

frag., MO, RB, VIC).

Descripcion del esporofito: Rizoma de 0,15-0,3 cm de diametro, pubescente, con tricomas

catenados, aciculares, marron-amarillentos. Peciolos de 0,25-0,60 m de longitud, marrones
oscuros en la base, marrones claros distalmente, rugosos, pubescentes abaxial y
adaxialmente, con dos tipos de tricomas, los primeros catenados, aciculares, hialinos o con
paredes de las células rojizas, y el segundo tipo catenados-aciculares, enteramente marron-
amarillentos, esparcidos y caduceos. Frondes de 0,5-1 m de longitud, monoméorficas.
Ldminas ovadas, tripinnado-pinnatifidas a tetrapinnadas proximalmente. Raquis marrén
claro en la base, pajizo distalmente, rugoso, escasamente pubescente en cara abaxial,
densamente pubescente en cara adaxial, con tricomas similares a los del peciolo. Epidermis
entre venas abaxialmente y adaxialmente glabro, margen de la ldmina glabro. Pinnas
basales de 18-27 cm de longitud, subequilaterales. Costas adaxial y abaxialmente
densamente pubescentes, con tricomas catenados, aciculares, hialinos. Costulas
pubescentes en cara abaxial, esparcidamente pubescentes en cara adaxial. Venas
pubescentes, con dos tipos de tricomas en cara abaxial: los primeros similares a los de las
costas, el segundo tipo, catenados, glandulares, hialinos, en cara adaxial inicamente con
tricomas esparcidos, catenados, aciculares. Soros marginales redondeados, naciendo en el
seno entre lobulos. Pseudoindusios proximalmente verdes, distalmente hialinos, con

margenes densamente ciliados.

Nota: Hypolepis x paulistana fue descripta por Schwartsburd & Prado (en prensa) como un
hibrido entre Hypolepis stolonifera (var. stolonifera) y H. rugosula (subsp. pradoana).
Segun los autores, esta especie posee esporas bien formadas y una morfologia intermedia
entre las especies que le habrian dado origen. Presenta peciolos y raquis marrdn claro a
oscuro (similar a H. stolonifera var. stolonifera), pinnas basales subequilaterales (una

condicidn que seria intermedia), venas abaxiales con pelos catenados, glandulares (como en
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H. rugosula subsp. pradoana) y pseudoindusio desarrollado con margenes ciliados (como

en H. stolonifera var. stolonifera).

Distribucién en el area de estudio: Conocido unicamente a partir de su material tipo.

Probablemente endémico de zonas altas de Sdo Paulo (Fig. 15).

Habitat: Alrededor de los 1900 msm.
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Figura 15. Distribucion de Hypolepis x paulistana en la Provincia Fitogeografica

Paranaense. ® = material examinado en esta tesis.
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Hypolepis repens (L.) C. Presl. Tentamen Pteridographiae 162. 1836.
Basonimo: Lonchitis repens L., Species Plantarum 2: 1078. 1753. Tipo: Plumiér 1705:
Traité. Foug. Amer. t. 12! (Lectotipo designado por Underwood, 1906).

Descripcion del esporofito: Rizoma de 0,2-1,2 cm de didmetro, ramificado, largamente

rastrero, pubescente, con tricomas castafios a blancuzcos, catenados y aciculares. Peciolos
de 0,5-2 m de longitud, surcados adaxialmente, marrones en la base, pardo-amarillentos o
pajizos hacia las porciones medias y distales, provistos por aculeos agudos, esparcidos,
glabros o pubescentes con tricomas aciculares y catenados, comunmente adpresos en la
base. Frondes de 6 m de longitud, monomorficas. Ldminas tripinnado-pinnatifidas a
tetrapinnado-pinnatifidas, lanceolada a eliptica. Raquis surcado adaxialmente, pardo-
amarillentos a pajizos, aculeado, pubescente en el surco, con pelos similares a los del
peciolo. Pinnas de 1-50 cm de longitud, 8-25 pares, pecioladas, lanceadas a elipticas.
Costas y costulas sulcadas adaxialmente, aculeadas y pubescentes en ambas caras. Pinnulas
lanceadas a lineares, cortamente pecioluladas. Segmentos ampliamente oblongos, ovados o
lineares, enteros o lobulados. Venas libres, pubescentes en cara adaxial, ocasionalmente en
cara abaxial, con tricomas catenados, aciculares, hialinos o amarillentos. Epidermis entre
venas abaxialmente glabro. Soros marginales, oblongos o flabelados, naciendo en el apice
de la vena basal acroscdpica, en el seno entre dos segmentos o lébulos. Indusios
membranosos, blancuzcos a verdosos o marrén-amarillentos, de margen subentero a

irregularmente dentado con tricomas catenados o glabros.

Distribucidn en el area de estudio: BRASIL: Santa Catarina, Sdo Paulo, Rio de Janeiro,

Minas Gerais (Fig. 16). Fuera del area: Desde el sur de EEUU (Florida), sur de México,

América Central, Antillas, Colombia, Venezuela, Guayanas, Ecuador, Peru, Bolivia y

Centro, norte y nordeste de Brasil.

Hébitat: En bosques himedos y selvas secundarias, margenes de selvas, orillas de caminos,

sobre barrancos, riberas arcillosas, areas desmontadas o potreros. Entre los 80-1800 msm.
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Figura 16. Distribucion de Hypolepis repens en la Provincia Fitogeografica

Paranaense. ® = material examinado en esta tesis.
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Hypolepis stolonifera Fée, Cryptogames vasculaires (fougeres, lycopodiacées,
hydroptéridées, equisétacées) du Brésil: Matériaux pour une flore générale de ce pays 2: 35.
1872-1873.

Tipo: Brasil, Rio Soberbo, Serra dos Orgéos, Glaziou 4435 (Sintipo P!, GH!, B!); Brasil,
Rio de Janeiro, Itatiaia, Glaziou 5329 (US!, P!, B!).

Descripcion del esporofito: Rizoma de 0,2-0,5 cm de didmetro, ramificado, largamente

rastrero, pubescente, con tricomas catenados, aciculares, castafio-amarillentos a marrén-
dorados. Peciolos de 0,4-0,9 m de longitud, borravinos o marrones proximalmente,
marrones en la porcidn media, castafio-dorados o pajizos distalmente, glabrescentes, con
pelos catenados con bases persistentes, castafias y, a veces, con pelos aciculares,
blancuzcos. Frondes de 0,8-1,5 m, monomorficas. Ldminas rdmbicas, proximalmente
tripinnado-pinnatifidas a tetrapinnado-pinnatifidas (bipinnado-pinnatifidas a bipinnado-
pinnatisectas en var. nebularis), pinnado-pinnatisectas en zona media, distalmente
pnnatisectas. Raquis proximalmente marrén-dorado, distalmente marrdn claro a verdoso,
glabro o con pelos de dos tipos: catenados marrones y unicelulares hialinos. Pinnas de 25-
55 cm de longitud, lanceoladas, pecioladas, las proximales fuertemente inequilaterales,
opuestas. Costas sulcadas adaxialmente, pubescentes en ambas caras. Pinnulas
estrechamente lineares, pecioladas; las basiscopicas de las pinnas proximales mas grandes y
mas disectas. Cdstulas pubescentes del mismo modo que las costas. Segmentos oblongos,
enteros o lobulados. Venas pubescentes abaxialmente, con pelos similares a los de las
costulas pero mas pequefios. Epidermis entre venas adaxialmente glabro, abaxialmente
glabro o con pelos catenados, aciculares, amarillentos o blancuzcos (var. delasotae). Soros
marginales, a menudo confluentes a la madurez, elipticos, marginales, que nacen en los
senos 0 mas frecuentemente en los margenes acroscopicos y basiscopicos de los segmentos.
Pseudo-indusios conspicuos, proximalmente verdosos, distalmente hialinos,

membranaceos, margenes ciliados.

*Se identifican tres variedades en la zona de estudio, diferenciadas por los siguientes

caracteres:
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H. stolonifera var. nebularis: peciolos y raquis con puntos rojos. Laminas amarillo
verdosas. Pinnas ascendentes y segmentos contraidos. Frondes de 1,5 m longitud. Es una
variedad ecologica que crece por encima de los 1300 msm. Las diferencias morfologicas
que distinguen a esta variedad probablemente estén relacionadas con la elevacion,
oscilascion de las temperaturas, humedad constante y alta exposicion a la luz que
caracteriza a los picos de las elevaciones. Descripta para Rio de Janeiro, Parana y Santa
Catarina (Brasil) por Schwartsburd (2012b).

H. stolonifera var. stolonifera: peciolos y raquis inmaculados. Laminas verde-oliva. Pinnas
patentes y segmentos aplanados. Frondes de 1,2-2 m de longitud. Ultimas pinnulas
oblongas a ampliamente ovadas, usualmente con 16bulos redondeados en el margen y apice.
Epidermis abaxial glabra. Esta variedad es la mas ampliamente distribuida de las tres,
conocida para el sur y sudeste de Brasil y noreste de Argentina. Entre los 700-1500 msm
H. stolonifera var. delasotae: frondes de 0,2-0,8 m longitud. Ultimas pinnulas
estrechamente linear-lanceoladas, las pinnas distales a veces falcadas. Usualmente con
l6bulos agudos en el margen y 4pice. Epidermis abaxial con abundantes pelos catenados-
aciculares. Variedad aparentemente endémica de la selva paranaense, hasta el momento
conocida unicamente para la Provincia de Misiones (Argentina) y el Estado de Parana
(Brasil). La descripcion reciente de esta variedad fue resultado de un trabajo en
colaboracion con el Dr. Marcelo Arana, quien contribuy6 con especimenes del NEA, y el
Dr. Pedro Bond Schwartsburd quien aport6 informacion proveniente de las poblaciones del

SE de Brasil (Arana et al. 2014).

Distribucién en el area de estudio: ARGENTINA: Provincia de Misiones. BRASIL:

Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Santa

Catarina (Fig. 17).

Habitat: En regiones montafiosas de la Selva Paranaense y Atlantica, especialmente en
claros de selvas, naturales o generados por disturbio antrépico y lugares semi-sombreados.
Entre los 700-2400 msm. La variedad nebularis se encuentra en campos de altitud, y bordes

de matas nebulares (selvas nubladas enanas), a partir de los 1300 msm.
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Figura 17. Distribucion de Hypolepis stolonifera en la Provincia Fitogeografica

Paranaense. ® = material examinado en esta tesis.
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Descripcidn de las esporas

Las esporas de todas las especies con tipo morfolégico equinado no presentaron diferencias
significativas en lo que se refiere a la escultura y la estratificacion, particularmente en las
caracteristicas de las espinas y el patron de distribucion y fusion de las mismas. Es por ello

que se realiza una unica descripcion para estos taxa.

Tabla 2. Diametros observados en esporas de Hypolepis mitis, H. repens, H. stolonifera

y H. x paulistana.

H. mitis H. repens H. H. x
stolonifera* paulistana
DP 21-24-38 22-26-34 16-21-26 20-28-31
DE, 27-38-43 32-40-51 17-30-38 22-36-39
DE, 20-25-41 23-33-37 17-21-26 16-22-32
Espesor del 1,1-2(7,5en | 0,8-1,03-2,4 | 0,4-1 (3,7 en 1,1-3,01
perisporio las espinas) | (5,03 enlas | las espinas)
espinas)
Espesor del 0,4-1,1 0,6-0,7-1 0,1-0,9 (1,9 en | 0,5-1,03
€xosporio la lesura)
Longitud de 12-13 21-27 14-18 25-27
la lesura

Referencias: DP = Diametro polar. DE; = Didmetro ecuatorial mayor. DE, = Didmetro
ecuatorial menor. * = No se encontraron diferencias entre las variedades. Todas las medidas

estan dadas en micrones.

Al MO el perisporio es castafio claro (Lamina 23, A-E), equinado, con espinas de 1-5,03
um de altura (2,5-7,3 en H. mitis) distribuidas en toda la superficie de las esporas sin un
ordenamiento definido (Lamina 23, fig. F-J). La separacion entre las espinas es menor

cuanto mayor es la altura que presentan las mismas. Las espinas poseen lados paralelos
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hasta la porcion media que luego confluyen hacia la porcidn distal, presentan seccion

aplanada (Lamina 23, fig. I) y tienen la superficie microverrucosa (Lamina 23, fig. J).

Con frecuencia las espinas se fusionan lateralmente y forman crestas sinuosas de longitud
variable (Lamina 23, fig. G-H). En cara proximal, las crestas se disponen paralelas a la
lesura y forman margenes adyacentes a la misma (Lamina 23, fig. H).

Cordones de 0,5-4,9 um de longitud y seccidn circular se observan sobre las espinas y,
ocasionalmente, las conectan entre si (Lamina 23, fig. F-G, J). Estos cordones pueden
ramificarse y formar redes entre las espinas y crestas (Lamina 23, fig. G).

El exosporio estd ornamentado por diminutas verrugas densamente dispuestas sobre toda la

superficie (Lamina 24, fig. B) y, al MO es amarillento a hialino (Lamina 23, A-E).
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Lamina 23. Esporas de Hypolepis de la Provincia Fitogeografica Paranaense con MO
y MEB.

Grupo morfologico equinado.

Figuras A-E. Esporas de Hypolepis con MO. A. Espora de Hypolepis stolonifera en vista
ecuatorial menor. B. Espora de Hypolepis stolonifera en vista ecuatorial mayor. Se
observan las espinas aisladas del perisporio. C. Espora de Hypolepis mitis en vista
ecuatorial mayor. Se observan espinas fusionadas en crestas. D. Espora de Hypolepis
repens en vista proximal. E. Espora de Hypolepis repens en vista distal. Figuras F-J.
Esporas de Hypolepis con MEB. F. Espora de Hypolepis stolonifera en vista ecuatorial. Se
observan espinas distribuidas sin un ordenamiento definido en toda la superficie de las
esporas (flechas). Sobre las mismas hay cordones ramificados que las conectan (puntas de
flecha). G. Espora de Hypolepis mitis en vista distal. Las espinas de la ornamentacion se
fusionan lateralmente y forman crestas sinuosas de longitud variable (punta de flecha).
Redes de cordones se disponen sobre las mismas (circulos). H. Espora de Hypolepis repens
en vista proximal. Se observan crestas formadas por la fusion de espinas (punta de flecha).
Las crestas se disponen paralelas a la lesura y forman margenes adyacentes a la misma
(circulo). I. Detalle de espora de Hypolepis mitis en vista ecuatorial. Las espinas de la
ornamentacion poseen lados paralelos hasta la porcion media que confluyen en la porcion
distal y presentan seccion transversal aplanada (flechas). J. Detalle de espora de Hypolepis
stolonifera en vista distal. Se observan cordones ramificados que conectan a las espinas de
la ornamentacion (flechas). La superficie de la pared es microverrucosa (circulo). Barras:

A,B,C,D,EYH=10pum; F, GyI=5pum; J=2 pm.
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@ Ultraestructura

El exosporio presenta dos capas. La capa interna (Ei) es delgada, de 40-60 nm, baja
densidad a los electrones, estructura homogénea y se distingue facilmente en la base y zona
media de la lesura (Lamina 24, fig. C-D). La capa externa es mas gruesa, de 0,1-0,8 pm
(1,8 um en la zona de la lesura) y est4 formada por dos estratos: el estrato interno (Ee;)
presenta cavidades y fisuras rellenas de material electron-denso, mas evidentes en la zona
de la lesura (Lamina 24, fig. C-D) y el estrato externo (Ee;) que es mas grueso y presenta
estructura homogénea (Lamina 24, fig. C-D). El margen del exosporio es irregular y esta
ornamentado por verrugas y, ocasionalmente espinulas de 40-100 nm de didmetro
distribuidas en toda la superficie (Lamina 24, fig. D, F).

El perisporio es mas electron-denso que el exosporio y presenta cuatro capas. La capa 1
(Py) es delgada, de 20-50 nm, alta densidad a los electrones, estructura homogénea, y tapiza
los elementos de la ornamentacion del exosporio (Lamina 24, fig. F, H). La capa 2 (P»)
posee estructura alveolar y varia notablemente en espesor (0,4-7,4 um) debido a que forma
el cuerpo de las espinas (Lamina 24, fig. D, F-H). En la zona de contacto con la P; se
observan cavidades irregulares de 0,9-0,3 um didmetro, las cuales pueden estar vacias o
rellenas de material electron-denso (Lamina 24, fig. D, F). Cavidades de menor tamafio se
identifican en el resto de la capa. El margen de la P, es verrucoso y de él se proyectan
cordones de 0,1-0,2 um de grosor que ocasionalmente conectan a los elementos de la
ornamentacion (Lamina 24, fig. E, H). Estos cordones presentan una zona central de mayor
electrondensidad de 20-60 nm de grosor (Lamina 24, fig. E-G).

La capa 3 (P3) es muy delgada y se encuentra estrechamente adherida a la superficie de la
P,. Presenta alta densidad a los electrones y estructura compacta (Lamina 24, fig. D, F, H).
La capa 4 (P4) del perisporio tapiza la superficie de la espora por fuera de la P3. Es delgada,
discontinua, de 30-100 nm, baja densidad a los electrones y de estructura heterogénea

(Lamina 24, fig. D, F).
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Lamina 24. Esporas de Hypolepis stolonifera con MEB y MET.

Grupo morfologico equinado.

Figuras A-B. Fractura de la esporodermis al MEB. A. P = Perisporio. E = Exosporio. B. El
exosporio estd ornamentado por diminutas verrugas densamente dispuestas sobre toda la
superficie. P = Perisporio. Figuras C-I. Seccion de la esporodermis con MET. C. Seccion
de la esporodermis a través de la lesura. La capa interna del exosporio (Ei) tiene estructura
homogénea y se distingue facilmente a los lados de la lesura. La capa interna del estrato
interno del exosporio (Ee;) presenta cavidades evidentes en la zona de la lesura (flechas).
El estrato externo (Ee;) presenta una estructura homogénea. D. El margen del exosporio
esta ornamentado por verrugas (circulo incompleto) y espinulas (flechas). La capa 1 del
perisporio (P;) tiene estructura homogénea. La capa 2 (P») tiene estructura alveolar y
margen verrucoso (elipse). En la zona de contacto con la Py, se observan cavidades
irregulares con material electron-denso (puntas de flecha). La capa 3 (P3) tiene alta
densidad a los electrones y estructura compacta. La capa 4 (P,) es delgada, discontinua, y
de estructura heterogénea. Ei = Exosporio interno. Ee, = Estrato interno del exosporio. Ee;
= Estrato externo del exosporio. E. Las diferencias de espesor en el perisporio constituyen
espinas de lados paralelos que confluyen en el 4pice. Del perisporio se proyectan cordones
(flechas) que, en seccion, tienen una zona central de mayor electrondensidad (circulo
incompleto). E = Exosporio. F. En el perisporio se observan cordones con diferencias sub-
estructurales en seccion transversal (circulo incompleto). En la base de la capa hay
cavidades con material electron-denso en su interior (puntas de flecha). El exosporio
presenta un margen verrucoso (elipse). P4 = Perisporio 4. P; = Perisporio 3. P, = Perisporio
2. Py = Perisporio 1. Ei = Exosporio interno. Ee, = Estrato interno del exosporio. Ee; =
Estrato externo del exosporio. G. Se observan dos espinas del perisporio 2 (P,) fusionadas
en el dpice. El perisporio tiene margen verrucoso (elipse). Los cordones del perisporio
tienen, en seccion, una zona central de mayor electrondensidad (circulo incompleto). E =
Exosporio. H. Los cordones del perisporio se fusionan entre si (flecha). P3 = Perisporio 3.
P, = Perisporio 2. P; = Perisporio. E = Exosporio. I. La zona de contacto entre el perisporio

y las verrugas del exosporio tiene una morfologia semejante a un “cierre”. P = Perisporio. E
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= Exosporio. Barras: A=5 pum; B=2 ym; C=0,1 yum; D, F, G, He I=0,2 um; E = 0,5

pm.
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Lamina 24




@ Discusion

En base a los estudios realizados durante esta tesis, se pudo determinar que las esporas de,
Hypolepis mitis, H. repens y H. stolonifera tienen una ornamentacién comun, caracterizada
por la presencia de espinas de seccion aplanada y superficie verrucosa, ocasionalmente
fusionadas en crestas sinuosas, y conectadas por cordones ramificados. De manera similar,
numerosos autores describieron una escultura equinada o con baculas similares a espinas en
H. repens (Knox, 1938; Murillo & Bless, 1978) asi como en otras especies de Hypolepis
(Nayar, 1964; Tschudy & Tschudy, 1965). Una ornamentacion semejante a la de las
especies aqui estudiadas fue observada en taxones filogenéticamente no emparentados
como Archangiopteris (Marattiaceae) (Tryon & Lugardon 1991, pg. 44), Cheilanthes
papuana (Pteridaceae) (Tryon & Lugardon 1991, pg. 155), Thelypteris quelpartensis
(Tryon & Lugardon 1991, pg. 391) y Cyclosorus albosetosus (Thelypteridaceae) (Tryon &
Lugardon 1991, pg. 403).

Si bien en esta tesis se observd cierta variabilidad en relacion a la separacion entre espinas
y respecto a la longitud y fusidon de las mismas, estas diferencias no resultaron ttiles para
distinguir especies debido a que también fueron identificadas entre ejemplares de una
misma especie. Hypolepis mitis es el unico taxon que podria separarse del resto de los
incluidos en el grupo morfolégico equinado por la longitud de las espinas, pero para
corroborarlo es necesario analizar una mayor cantidad de ejemplares mediante métodos
estadisticos. Especies del género no estudiadas en esta tesis fueron diferenciadas por otros
autores por el tamafio de los elementos de la ornamentacion (Erdtman, 1957; Harris, 1955).
A partir de los analisis realizados con microscopia electronica, se pudo concluir que las
espinas que se distinguen al MEB en la superficie de las esporas se corresponderian con las
elevaciones del perisporio vistas al MET. Mi interpretacion sobre la capa que origina las
espinas no coincide con las observaciones de Tardieu-Blot (1963), Nayar & Devi (1968a) y
Contreras-Duarte et al. (2006) para otras especies del género, quienes describen a las
mismas como constituidas por el exosporio. Asimismo, en este ultimo trabajo los autores
observaron al MO un perisporio psilado “como delgadas peliculas que rodean la espora”.
En los analisis al MO también se pudo identificar en todas las especies estudiadas, algunas

muestras donde una capa o membrana unia a las espinas de la ornamentacion. No obstante,
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se puede interpretar que las espinas en realidad estan unidas por los cordones ramificados
que se distinguen al MEB y que, ocasionalmente, pueden formar redes sobre las mismas.
En concordancia con los resultados de esta tesis, Erdtman & Sorsa (1971) reconocieron, al
MO y al MEB, espinas o baculas de las esporas de H. repens constituidas a partir del
perisporio. Del mismo modo, otros autores describieron lo mismo para diversas especies de
Hypolepis (Selling, 1946; Welman, 1970; Soepadmo & Khoo, 1977; Morbelli, 1980;
Huang, 1981; Large & Braggins, 1991). En estos trabajos, sin embargo, se defini6 al
exosporio como granulado o libre de ornamentacion, lo que no coincide con las
observaciones realizadas aqui. Por medio de la fractura de la pared de las esporas de puede
observar al MEB una superficie verrucosa por debajo del perisporio, que se corresponderia
con el exosporio verrucoso y espinulado observado al MET. Debido a las pequefias
dimensiones que tienen las verrugas y espinulas observadas en la superficie del exosporio,
las mismas no se pueden distinguir al MO vy, en los andlisis al MEB, son faciles de
confundir con granulos o papilas. Probablemente por esta razon existen discrepancias entre
los autores en relacion a la escultura del exosporio. En este sentido, el estudio con MET de
los cortes ultrafinos de la esporodermis permite una interpretacion mas detallada de la
ornamentacion de dicha capa.

En relacion a los estudios sobre la estratificacion y ultraestructura de la esporodermis, se
identifico un perisporio formado por cuatro capas: la capa P, tapiza las verrugas del
exosporio, es delgada y de estructura homogénea; la capa P», tiene estructura alveolar y
espesor variable debido a que forma las espinas de la ornamentacion; la capa P3;, muy
delgada, de estructura compacta y alta densidad a los electrones; y la capa Py, tapiza de
forma discontinua la superficie externa de las esporas y posee estructura heterogénea. Estos
resultados contradicen con los estudios realizados hasta el momento sobre las especies de
Hypolepis con esporas equinadas. En este sentido, Tryon & Lugardon (1991) identificaron
un perisporio con una nica capa y mencionaron que, ocasionalmente, puede observarse
una fina capa interna en contacto con el exosporio. Mas tarde, Giudice et al. (2006)
describieron dos capas en el perisporio de H. repens. Debido a sus caracteristicas
ultraestructurales, la capa externa mencionada por estos autores podria homologarse a la
capa P4 descripta en esta tesis y la capa interna se corresponderia con la capa P,. No

obstante, los autores dividieron a la capa interna en tres estratos en funcion del espesor y de
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la continuidad o discontinuidad sobre la superficie de las esporas. Segiin mi opinidn, la
diferencia de espesores a lo largo de esta capa, debida a la altura de las espinas de la
ornamentacion, sumado a la existencia de una uniformidad en la estructura alveolar, no
permiten justificar una subdivision de la misma en estratos distintos.

A partir de los analisis al MET realizados, se pudo determinar que los cordones ramificados
que conectan a las espinas de la ornamentacion, se proyectan desde la capa P, del
perisporio. Estos cordones se observan generalmente cerca de los extremos de las espinas y
en corte transversal, presentan un nticleo central de alta densidad a los electrones.

Si bien estos cordones fueron observados en la mayoria de los trabajos que se analizaron
con MO y MEB en las esporas equinadas de Hypolepis (Tryon & Tryon, 1982), la
subestructura de los mismos no habia sido estudiada hasta este momento. Cordones de
dimensiones y caracteristicas similares fueron observados como parte de la ornamentacion
de las esporas de algunas especies de Dicksonia (Tryon & Lugardon 1991, pg. 323-233)y
como elementos constitutivos de la pared de granos de polen de diversos géneros (Rowley,
1987; Rowley & Claugher, 1996; Wittborn et al. 1996; Rowley et al., 1999). En estos casos
los autores mencionados identificaron ademas, subunidades dispuestas helicoidalmente
conformando los cordones y rodeando al nicleo central electron-denso. Este tltimo fue,
mas tarde, interpretado como un canal de transferencia de nutrientes desde el tapete al
citoplasma de las esporas durante las etapas de desarrollo de las mismas (Rowley et al.,
2003). En este sentido, nuevos estudios con material fresco son necesarios para corroborar
la presencia de subunidades en los cordones del perisporio de las especies paranaenses de
Hypolepis.

Ademas de su potencial funcion en la translocacion de nutrientes, los cordones presentes en
las esporas de Hypolepis fueron asociados con el origen de la ornamentacion durante el
desarrollo de la pared. En este sentido Mutui (1981) describid, mediante observaciones
realizadas al MO y MEB de Hypolepis punctata, el proceso por el cual a través de la
anastomosis y fusién de cordones se forman las espinas del perisporio. Este proceso
explicaria la continuidad entre los cordones y las espinas de la capa P, del perisporio
observada en esta tesis. No obstante, es necesario realizar nuevos estudios con microscopia
electronica sobre esporas con distintos grados de maduracidon para comprender mejor el

proceso de formacion del perisporio.
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En relacion al exosporio, en los analisis al MET pudieron distinguirse dos capas: la capa
interna, delgada, de baja densidad y estructura homogénea, y la capa externa mas gruesa,
formada por dos estratos. El estrato interno se caracteriza por poseer numerosas cavidades y
fisuras y el estrato externo tiene estructura homogénea. La presencia de un exosporio
formado por dos capas fue también sefialado por Esteves & Coehlo (2007). En relacion a
las caracteristicas ultraestructurales, el exosporio de las especies estudiadas coincide con el
exosporio blechnoide definido por Lugardon (1971, 1974) para diversos grupos de
helechos.

La zona de contacto entre la capa mas interna del perisporio y las verrugas del margen del
exosporio externo presenta una morfologia particular semejante a un “cierre”. Esto puede
observarse particularmente en aquellos cortes ultrafinos analizados con MET donde el

perisporio se desprende del exosporio (Lamina 24, fig. I).

Observaciones sobre el origen hibrido de Hypolepis x paulistana (Ldmina 25)

Como se menciono anteriormente en la descripcion de la especie, Schwartsburd & Prado
(en prensa) fueron los primeros en describir a Hypolepis x paulistana como un hibrido entre
Hypolepis stolonifera (var. stolonifera) y H. rugosula (subsp. pradoana). Entre sus
observaciones los autores mencionaron la presencia de esporas bien formadas.

Gracias a la gentileza del Dr. Pedro Bond Schwartsburd, durante esta tesis pudo estudiarse
detenidamente un fragmento del material tipo. A partir de las observaciones realizadas,
Hypolepis x paulistana fue incluida en el grupo morfolégico equinado debido a que, en la
superficie de las esporas, se observaron las mismas espinas del resto de las especies
incluidas en el grupo. No obstante, se identificaron esporas maduras con diversas anomalias

que podrian estar asociadas con el origen hibrido de la especie.

Esporas irregulares en sus formas y de didmetros muy variables (Lamina 25, fig. A): Si

bien pudieron reconocerse esporas elipticas de tipo monolete en H. x paulistana, las
dimensiones de las mismas variaron considerablemente dentro de un mismo ejemplar: el
didmetro ecuatorial mayor, entre los 22 y 39 um, y el menor entre los 16 y 32 um. En vista
ecuatorial, el polo distal varié de convexo a subcdnico. Adicionalmente, se hallaron esporas

muy irregulares, con formas que no pudieron definirse.

225



2)

3)

La variabilidad en relacion a la forma y dimensiones de las esporas ha sido relacionada por
diversos autores con un origen hibrido de las especies que las producen. Taylor et al.

(1985) observo para las megasporas de la especie hibrida Isoetes harveyi una gran
diversidad de formas y tamafios. Por su parte, Morbelli (1974) hallé una diversidad similar
en hibridos interespecificos del género Blechnum. Asimismo, Wagner & Boydston (1958)
distinguieron en Asplenium ebenoides x rhizophyllum esporas anormalmente pequefias
entremezcladas con otras de tamafio mayor. Los autores sefialaron que esta diferencia de
tamafios podria deberse a una carga cromosdmica desigual de las esporas hermanas. En este
sentido, Hickok & Klekowski (1973) detectaron modificaciones en la division reduccional
de las células madre de las esporas en hibridos de Ceratopteris lo que generd diferencias de
tamafios en las esporas resultantes de dichas divisiones.

Por su parte, Wagner (1974) también afirmé que los hibridos derivados de dos o mas
especies suelen tener esporas muy variables, pero destacd que la hibridacion puede no ser la

unica razon de la variacion sino que también pueden influir variables ambientales.

Esporas colapsadas y sin protoplasto (Lamina 25, fig. B): Se hallaron esporas maduras

retorcidas, con concavidades o pliegues en la pared. Al MO, muchas de ellas presentaron
burbujas en su interior. Esporas similares se hallaron en especies hibridas como Psilotum
complanatum x nudum (Wagner, 1968) y Botrychium matricariifolium x simplex (Wagner,
1980). Wagner (1986) sefiald que el colapso de las paredes de las esporas es un cardcter que
frecuentemente se asocia a eventos de hibridacion, y que en la mayoria de los casos esta

relacionado con la pérdida del protoplasto.

Anomalias o ausencia de lesura (Lamina 25, fig. C): Si bien en la mayoria de las esporas

analizadas se pudo distinguir una unica lesura recta similar a la de las otras especies de
Hypolepis, en algunos casos se presenta cierta curvatura en los extremos, y se continud
hacia los angulos de la espora. Asimismo, en las esporas que presentaron formas menos
elipticas y mas esferoidales no se detectd ningtn tipo de abertura. En relacidn a estas
observaciones, diversos autores también hallaron anomalias en las aberturas de distintas
especies de helechos: se identificaron modificaciones en la abertura trilete de Asleniopsis

decipiens y bifurcaciones en los extremos de la abertura monolete en Dipteris chinensis 'y

226



4)

S)

trilete en Pityrogramma hybrida (Erdtman, 1957, Erdtman & Praglowski, 1959).
Asimismo, ademas de esporas trilete, en esta ltima especie se observaron esporas
monoletes, monoporadas y sin apertura. Todos los taxones mencionados presentaron un
origen hibrido. Del mismo modo, Evans (1969), Brow (1960) y Wagner (1974) también
asociaron casos de hibridacion con la presencia de esporas con aberturas intermedias entre
monolete y trilete o esporas sin abertura. No obstante, este ultimo autor sefiald que esas

anomalias también pueden presentarse en especies apogamicas.

Esporas esféricas (Lamina 25, fig. D, G): Se hallaron esporas esféricas de simetria radiada,

de 30-32 um de diametro, aletes, que presentaron una ornamentaciéon muy similar a la de
las restantes esporas bilaterales, monoletes, descriptas para el grupo morfoldgico.
DeBenedictus (1969) denomind a este tipo de esporas como “esporas gigantes” o
“basketball” y sefialo que podrian ser células madre de las esporas no reducidas, producidas
por interrupciones de la meiosis. Segun el autor, estas esporas son viables y producen

gametofitos.

Diades (Lamina 25, fig. E, H): Se hallaron diades de esporas maduras que, en la mayoria de
los casos, presentaron formas irregulares y diversos tamafios. De modo similar, ademas de
las tétrades habituales Hickok & Klekowski (1973) también observaron la presencia de
diades y triades en hibridos de Ceratopteris, donde las esporas presentaron distintas
dimensiones. En ese caso, los autores sefialaron que las mismas se producen por una
division anormal de las células madre de las esporas y una distribucion desigual de la carga
cromosomica entre las células hijas. Esta distribucion desigual, frecuente en especies
hibridas, fue indicada también por Wagner & Boydston (1958) y Wagner & Chen (1965).
Por su parte, Morbelli (1974) describi¢ diades cuyas esporas presentaron paredes con un

desarrollo incompleto en Blechnum australe subsp. auriculatum x Blechun occidentale.

6)Cuerpos de material perisporico (Lamina 25, fig. F): En las muestras analizadas se hallaron

pequetios cuerpos amorfos dispersos entre las esporas, ornamentados por espinas
similares a las observadas en el perisporio de las mismas. De manera similar, Wagner &

Boydston (1958) hallaron entre las esporas de Asplenium ebenoides x rhizophyllum
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numerosos cuerpos pequeflos parecidos a piezas del perisporio. En relacion a estas
observaciones, Wagner et al (1986) sefialaron que en casos de hibridacion pueden
formarse, en el interior de la capsula, depodsitos con una coloracion similar a la perisporio.
En este sentido, estos depositos podrian liberarse junto con las esporas luego de la ruptura

del esporangio.

La diversidad de anomalias observadas en las muestras analizadas de Hypolepis x
paulistana y las similitudes halladas con estudios previos realizados en otros taxones
proveen nueva evidencia sobre el origen hibrido de la especie. En este sentido, en su
revision sobre aspectos citologicos del género, Brownsey (1989) sefalod que las especies
de Hypolepis son frecuentemente asociadas con eventos de hibridacidon. Segin el autor,
los hibridos son reconocidos por su morfologia intermedia, esporas marchitas, arrugadas o
consumidas y por el irregular apareamiento de los cromosomas en la meiosis. No
obstante, es necesario estudiar una mayor cantidad de ejemplares y reunir evidencias
citologicas para afirmarlo debido a que existen factores ambientales y genéticos que
también pueden causar alteraciones en la produccidn de esporas de especies no hibridas
(Wagner, 1986). Asimismo, seria interesante realizar ensayos de viabilidad en H. x

paulistana para estudiar el porcentaje de esporas abortadas existente.
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Lamina 25. Esporas de Hypolepis paulistana con MO y MEB.

Observaciones sobre el origen hibrido de Hypolepis x paulistana.

Figuras A-F. Esporas con MO. A. Las dimensiones de las esporas varian dentro de un
mismo ejemplar y presentan formas irregulares. B. Espora madura con concavidades o

pliegues en la pared y burbujas en su interior. C. Espora con lesura curvada en los

extremos. D. Espora esférica de simetria radiada. E. Diades de esporas maduras. F. Cuerpo

amorfo ornamentado por espinas similares a las del perisporio de las esporas. Figuras G-H.

Esporas con MEB. G. Espora esférica de simetria radiada. H. Diade. Barras: 10 pm.
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4.2.5. Grupo morfolégico crestado (Laminas 26 y 27)

En el grupo morfolégico crestado se incluye a la especie Hypolepis rugosula subsp.
pradoana.

Las esporas son bilaterales, monoletes. En vista polar son oblongas o subelipticas. En vista
ecuatorial mayor, la cara proximal es concava a plana y la distal es hemisférica (Lamina 26,
Fig. A-C).

La lesura es recta, de 26-40 de longitud, se extiende 2 a % partes de la longitud de la
espora y, ocasionalmente, se encuentra parcialmente cubierta por la ornamentacion.

El perisporio es hialino al MO, crestado, con crestas de margen irregular. Tiene 0,1-8,8 um
de grosor y, al MET, se observan dos capas.

El exosporio es castafio claro al MO y en la superficie se observan verrugas y baculas.

Tiene 0,8-2,5 um de grosor y presenta dos capas con MET.

Hypolepis Bernh.

Hypolepis rugosula subsp. pradoana Schwartsb., Kew Bulletin 67, 2012.

Tipo: Brasil, Teresopolis, Parque Nacional da Serra dos Orgios, Schwartsburd & Pereira
2310 (Holotipo SP, Isisotipos B, FI, G, K, LP!, NY, P, PRC, RB, SI, SP, UC, UPCB, VIC,
WELT).

Descripcidn del esporofito: Rizoma de 0,1-0,4 cm de didmetro, ramificado, largamente

rastrero, pubescente, con tricomas catenados, aciculares o no, castafio-rojizos. Peciolos de
0,06-0,5 m de largo, atropurpureo en toda su extension, pubescentes abaxial y
adaxialmente, con tres clases de pelos: catenado-aciculares hialinos a rojizos, catenado-
aciculares amarillentos a castafios y catenado-glandulares hialinos, caducos. Frondes de
0,1-1,4 m, monomorficas. Laminas lanceoladas a ovadas, proximalmente pinnado-
pinnatisectas a bipinnado-pinnatisectas, pinnatisectas en la parte distal. Raquis
atropurpureos, a veces pajizos en la cara adaxial, con pelos similares a los del peciolo.
Pinnas de 2-30 cm de largo, equilaterales, 15-20 pares, lanceadas a lineares, subopuestas,
cortamente pecioladas; costas pubescentes en ambas caras, con pelos catenado-aciculares

hialinos a rojizos y catenado-glandulares hialinos. Segmentos oblongos, enteros o
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lobulados. Venas pubescentes con pelos catenado-glandulares hialinos en ambas caras, y
pelos catenado-aciculares hialinos a rojizos en cara adaxial. Tejido laminar adaxial entre
venas con pelos catenado-aciculares hialinos a rojizos y catenado-aciculares amarillentos a
castafios. Soros submarginales, no protegidos o ligeramente protegidos. Pseudo-indusios

ausentes, a veces el margen de la lamina ligeramente revoluto, protegiendo el soro.

Distribucién en el area de estudio: BRASIL: Parana, Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de

Janeiro. Probablemente en Rio Grande do Sul y Sdo Paulo (Fig. 18). Fuera del area:

Nordeste de Brasil.

Hébitat: En campos de altitud y bosques nublados bajos o matas nebulares (selvas nubladas

enanas). Crece entre los 1200-2600 msm.

Observaciones: Esta subespecie fue descripta recientemente por Schwartsburd (2012) y es
endémica de las tierras altas del sur-sureste de Brasil.

Hypolepis rugosula es una especie distribuida en regiones templadas del hemisferio sur y
regiones tropicales de América, Africa (incluyendo Madagascar), Oceania y Filipinas, asi
como islas ocednicas volcanicas del Atlantico. Ademas de la subespecie rugosula, se

reconocen 14 subespecies segregadas geograficamente.
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Figura 18. Distribucion de Hypolepis rugosula subsp. pradoana en la Provincia

Fitogeogrifica Paranaense. ® = material examinado en esta tesis.
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Hypolepis rugosula subsp. pradoana

Figura 18



Descripcidn de las esporas

DP: 27-29-34 pm
DE;: 45-51-56 um
DE;: 26-27-35 pm
Espesor del perisporio: 2,1-8,8 um en las crestas y 0,1-1,3 um entre crestas
Espesor del exosporio: 0,8-1,2 um (alcanza los 2,5 pm a nivel de la lesura)

Longitud de la lesura: 26-40 pm

La ornamentacion de las esporas es crestada. Las crestas son de longitud y altura variables,
presentan un margen irregular, y son conicas en seccion (Lamina 26, Fig. D-G).
Ocasionalmente, las bases de las crestas son fenestradas (Lamina 26, Fig. F-G). En la cara
distal y ecuatorial, las crestas generalmente cubren la mayor parte de la superficie y se
disponen paralelas entre si y respecto a los lados de la espora (Lamina 26, Fig. D, F). Las
crestas se fusionan entre si y, en algunos casos, forman areolas aisladas que no alcanzan a
definir un patron reticulado (Lamina 26, Fig. D). En cara proximal, las crestas son mas
cortas, bajas, menos numerosas y se distribuyen de manera mas espaciada. Se ordenan
paralelas a la lesura y frecuentemente forman un margen adyacente a la misma (Lamina 26,
Fig. E).

La superficie es microverrucosa (Lamina 26, Fig. G).
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Lamina 26. Esporas de Hypolepis rugosula subsp. pradoana al MO y MEB.

Grupo morfologico crestado.

Figuras A-C. Esporas maduras al MO. A. Espora en vista ecuatorial. B. Espora en vista
distal. C. Espora en vista proximal. Figuras D-G. Esporas al MEB. D. Espora en vista
distal. La ornamentacidn de las esporas es crestada. Las crestas cubren la mayor parte de la
superficie, se disponen paralelas entre si (flechas) o se fusionan y, en algunos casos, forman
areolas aisladas (circulos). E. Espora en vista proximal. Las crestas son cortas, bajas, se
distribuyen de manera espaciada y se ordenan paralelas a la lesura (flecha). F. Espora en
vista ecuatorial. Las crestas se disponen paralelas entre si y respecto a los lados de la espora
(flechas). Las bases de las crestas son fenestradas (puntas de flecha). G. Se observan las
bases de las crestas fenestradas (puntas de flecha). La superficie de la ornamentacion es

microverrucosa (circulo). Barra: A, B,C,D, Ey F=10 um; G=5 um.
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@ Ultraestructura

El exosporio presenta 2 capas. La capa interna (Ei) es delgada, de 30-40 nm, de baja
electrondensidad, estructura homogénea y se observa principalmente a la altura de la lesura
(Lamina 27, Fig. A, F). La capa externa (Ee) es mas gruesa, de 0,1-2,4 um y presenta dos
estratos. El estrato interno (Ee,) posee cavidades y canales ramificados rellenos de material
electron-denso (Lamina 27, Fig. A, F). El estrato externo (Ee;) es mas grueso, tiene
estructura homogénea (Lamina 27, Fig. A, F) y presenta canales que tienen continuidad con
el Ee; y la porcidn més interna del perisporio (Lamina 27, Fig. C). La superficie del
exosporio estd ornamentada uniformemente con verrugas y baculas de 50-100 nm de
didmetro (Lamina 27, Fig B-D).

El perisporio presenta 3 capas. La capa interna (Pi) es de 10-40 nm, estructura homogénea
y alta electrondensidad. Se encuentra unida al exosporio y tapiza los elementos que forman
parte de la ornamentacion del mismo (Lamina 27, Fig. B, D).

La capa media (Pm) forma las crestas de superficie microverrucosa que pueden ser
fenestradas en la base. Su espesor varia entre 2-8,7 um en las zonas mas elevevadas y 0,2-
1,2 um entre estas zonas. Presenta estructura alveolar (Lamina 27, Fig. B, D-E). El
perisporio medio se desprende facilmente y pueden observarse espacios vacios entre €ste 'y
el perisporio interno (Lamina 27, Fig. D-E).

La capa externa (Pe) es delgada, discontinua, de estructura homogénea y muy baja densidad
a los electrones (Lamina 27, Fig. D-F).

Inmersos en el perisporio, se observan cuerpos esferoidales de 0,6 pm didmetro
constituidos por un nucleo central de material similar al del exosporio y rodeado por una

capa de estructura similar a la del perisporio (Lamina 27, Fig F).
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Lamina 27. Esporas de Hypolepis rugosula subsp. pradoana al MET.

Grupo morfologico crestado.

Figuras A-F. Seccion de la pared al MET. A. La capa interna (Ei) es delgada, de baja
electrondensidad y estructura homogénea. El estrato interno (Ee;) posee cavidades y
canales ramificados rellenos de material electron-denso. El estrato externo (Ee;) tiene
estructura homogénea y presenta canales que tienen continuidad con la Ee, (flecha). B. La
superficie del exosporio (E) estd ornamentada uniformemente con verrugas (elipse) y
baculas (flecha). La capa interna del perisporio (Pi) tiene estructura homogénea y alta
electrondensidad. La capa media (Pm) presenta estructura alveolar. C. El estrato externo
(Ee;) presenta canales que tienen continuidad con la porcion mds interna del perisporio
(flechas). Hacia el margen de la capa se observan verrugas (elipse). D. La capa media del
perisporio (Pm) forma crestas de margen irregular (flecha). El Pm se desprende facilmente
y pueden observarse espacios vacios entre éste y el perisporio interno (Pi) (elipse). La capa
externa del perisporio (Pe) es delgada, discontinua, de estructura homogénea y baja
densidad. E = exosporio. E. La base de las crestas del Pm pueden ser fenestradas (flecha).
Pe = perisporio externo. E = Exosporio. F. Inmersos en el perisporio, se observan cuerpos
esferoidales constituidos por un nucleo central de material similar al del exosporio y
rodeado por una capa de estructura similar a la del perisporio (g). Pe = perisporio externo.
Pm (perisporio medio). Ee; = estrato externo del exosporio externo. Ee, = estrato interno
del exosporio externo. Ei = exosporio interno. Barras: A, Dy F=0,2 um; By C =0,1 pum,;

E=0,5 um.
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@ Discusion

Como resultado de los analisis realizados sobre las esporas Hypolepis rugosula subsp.
pradoana se pudo determinar que las mismas presentan una superficie ornamentada con
crestas de margen irregular, bases fenestradas y, en ocasiones, fusionadas en areolas
aisladas. Estos resultados contradicen los trabajos palinoldgicos previos realizados sobre la
especie, donde las esporas fueron descriptas como equinadas (Harris, 1955; Erdtman &
Sorsa, 1971) o baculadas (Erdtman, 1957; Morbelli, 1980). Asimismo, la mayoria de las
especies de Hypolepis estudiadas por otros autores también presentaron baculas (Knox,
1938; Selling, 1946; Tardieu-Blot 1963; Nayar, 1964; Tscudy & Tschudy, 1965; Nayar &
Devi, 1968a; Welman, 1970; Heusser, 1971, Soepadmo & Khoo, 1977; Murillo & Bless,
1978; Huang, 1981; Mitui, 1981). Las esporas descriptas por Large & Braggins (1991) en
Hypolepis rufobarbata, una especie endémica de Nueza Zelanda, son las que mas se
asemejan a las observadas en el presente grupo morfolégico crestado. Los autores
mencionados observaron una superficie tapizada por proyecciones en forma de “ala” con
bases fenestradas, muy similares a las crestas observadas para H. rugosula subsp.
pradoana. No obstante, sobre las proyecciones de H. rufobarbata los autores describieron
cordones que no se identificaron en ninguno de los ejemplares de H. rugosula subsp.
pradoana.

A partir de las observaciones realizadas con distintos microscopios, se pudo concluir que
las crestas observadas al MO y MEB sobre la superficie de las esporas de H. rugosula
subsp. pradoana se corresponderian con las crestas que se distinguieron al MET en el
perisporio. Diversos géneros de la familia Pteridaceae, como ser Gymnopteris, Cheilanthes,
Pellaea, Bommeria 'y Trachypteris (Nayar & Bajpai, 1964; Tryon, 1972; Morbelli &
Michelena, 1989; Ranker, 1989; Tryon & Lugardon 1991, pg. 153; Ramos Giacosa et al.
2011), asi como especies del género Asplenium (Aspleniaceae) (Nayar & Devi, 1964a;
Ganem et al., 2013) y Elaphoglossum (Lomariopsidaceae) (Tryon & Lugardon, 1991, pg.
516) presentan esporas ornamentadas con crestas formadas por el perisporio, semejantes a
lo observado para H. rugosula subsp. pradoana. No obstante, a diferencia de lo que ocurre
en esta ultima especie, en los grupos mencionados las crestas no se definen por una

variacion en el grosor del perisporio sino por pliegues en el mismo que, a su vez, forman
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grandes cavidades hacia el interior de la pared. En contraposicion, en Megalastrum
atrogriseum 'y M. subincisum (Dryopteridaceae) (Tryon & Lugardon, 1991, pg. 459) las
crestas del perisporio son macizas y estdn formadas enteramente por perisporio del mismo
modo que ocurre en el grupo morfolégico crestado definido en esta tesis.

Los analisis realizados con MET de la estratificacion y ultraestructura mostraron que el
perisporio de Hypolepis rugosula subsp. pradoana presenta tres capas: una interna de
estructura homogénea y alta electrondensidad y una media de estructura alveolar y margen
verrucoso, y una externa, discontinua, de baja electrondensidad y estructura homogénea. Si
bien Giudice et al. (2006) identificaron dos capas en el perisporio de Hypolepis repens, la
estructura de las mismas coincidié con las de las capas media y externa observadas en esta
tesis. Tryon & Lugardon (1991) también estudiaron al MET la esporodermis de algunas
especies de Hypolepis como H. distans y H. crassa, pero identificaron una tnica capa
ornamentada u, ocasionalmente, una segunda capa interna, delgada, de la cual no detallaron
su ultraestructura.

Adicionalmente, inmersos en el perisporio, se observaron cuerpos esferoidales constituidos
por un ndcleo central de material similar al exosporio, rodeado por una capa de estructura
similar a la del perisporio. Lugardon (1974) y Tryon & Lugardon (1991) definieron
esferoides similares a estos para diversas especies de helechos y los denominaron como
“globulos”. Asimismo, estos autores también describieron “esférulas”, formadas
unicamente por material del perisporio, que se asemejan a los cuerpos esferoidales que se
observaron sobre la superficie, tanto al MEB como al MET.

En relacion al exosporio, los resultados obtenidos en esta tesis coinciden en lineas generales
con lo descripto por Tryon & Lugardon (1991) y Giudice et al. (2006) para el género
Hypolepis, quienes identificaron un exosporio de margen ornamentado compuesto por dos
capas. Durante el analisis del exosporio de H. rugosula subsp. pradoana se pudo identificar
una capa interna delgada, de estructura homogénea y una capa externa mas gruesa, con dos
estratos. El estrato interno posee cavidades y canales ramificados rellenos de material
electron-denso y el estrato externo, de estructura homogénea, presenta un margen
ornamentado por verrugas y baculas.

Las caracteristicas ultraestructurales del exosporio se asemejan a las descriptas por

Lugardon (1971; 1974) para el exosporio tipo blechnoide presente en diversos grupos de
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helechos. En este sentido, el “estrato fisurado” definido por este autor en la base del
exosporio se corresponde con el estrato interno del exosporio externo que se distinguié en

H. rugosula subsp. pradoana.
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5.1. Clases de esporas y grupos morfologicos en la familia Dennstaedtiaceae

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten concluir que, desde el punto de vista
palinolégico, en la Provincia Fitogeografica Paranaense la familia Dennstaedtiaceae se
encuentra representada por dos grandes clases de esporas: triletes y monoletes.

Las especies de los géneros Dennstaedtia, Microlepia y Pteridium presentan esporas
triletes, de lados rectos a concavos y angulos redondeados, triangulares en vista polar,
excepto en P. arachnoideum subsp. arachnoideum donde los lados pueden ser convexos y
las esporas subcirculares. En vista ecuatorial las esporas son convexo-hemisféricas en
Dennstaedtia cicutaria y plano-hemisféricas en el resto de las especies. En todos los casos
las lesuras son rectas.

El otro tipo de esporas se observo en las especies de Blotiella, Histiopteris, Hypolepis 'y
Paesia. Estas son monoletes, bilaterales, elipticas a oblongas en vista polar. En vista
ecuatorial son plano-convexas en Blotiella lindeniana, Histiopteris incisa 'y Paesia
glandulosa y plano-hemisféricas en todas las especies de Hypolepis. Las lesuras en todos
los casos son rectas, crasimarginadas en Histiopteris incisa.

Desde el punto de vista morfolégico, se observaron esporas con una importante diversidad
de esculturas y fue posible agrupar a las especies en grupos morfologicos segun los
elementos predominantes de la ornamentacion. En este sentido, las especies de
Dennstaedtiaceae de la Provincia Paranaense se encuentran representadas por 7 grupos

morfolégicos distintos:

@ Grupo morfolégico verrucoso: incluye a todas las especies de Dennstaedtia que

tienen esporas tapizadas por verrugas de distintas dimensiones y formas, lisas u
ornamentadas, distribuidas sobre toda la superficie, a veces fusionadas formando
lomos o reticulos. Asimismo, la forma, superficie, distribucidon y grado de fusion de
las verrugas fueron utiles para diferenciar a las especies del género.

@ Grupo morfolégico con cordones: incluye a Microlepia speluncae y Pteridium

arachnoideum subsp. arachnoideum. Las esporas de estas especies se encuentran
cubiertas por redes tridimensionales de cordones ramificados y fusionados entre si,

que se disponen tangenciales o perpendiculares a la superficie. Ambas especies
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pueden diferenciarse, no obstante, por la morfologia, subestructura y organizacion

de los cordones de la red.

@ Grupo morfolégico baculado: incluye a Blotiella lindeniana, cuyas esporas estan
tapizadas por baculas dispersas uniformemente sobre la superficie; con frecuencia
rodeadas en la base por engrosamientos de la pared que forman “mamelones”.

@ Grupo morfoldgico rugulado: incluye a Paesia glandulosa. La ornamentacion de las

esporas en esta especie estd formada por lomos angostos, sinuosos, que presentan un
arreglo laberintico y se fusionan ocasionalmente en areolas aisladas. Los lomos en
cara proximal adquieren una disposicion distinta de la que presentan en cara distal y
se ordenan perpendiculares a la lesura.

@ Grupo morfoldgico tuberculado: incluye a Histiopteris incisa. Las esporas estan

tapizadas por tubérculos, evidentes en la zona ecuatorial que, hacia los polos distal y
proximal se fusionan entre si para formar reticulos con muros y areolas de grosor y
tamarfio variables.

@ Grupo morfoldgico equinado: incluye a las especies de Hypolepis excepto H.

rugosula subsp. pradoana. En todos los casos, las esporas estdn ornamentadas por
espinas de lados paralelos y apices confluentes, aplanadas en seccion transversal,
que se distribuyen en toda la superficie. Con frecuencia las espinas se fusionan
lateralmente para formar crestas sinuosas y estan tapizadas por cordones que las
conectan lateralmente. En este grupo no se encontraron diferencias en la
ornamentacion que permitan diferenciar a las especies que lo integran.

@ Grupo morfoldgico crestado: incluye a H. rugosula subsp. pradoana. Las esporas en

esta especie estan revestidas por crestas de margen irregular, ocasionalmente
fenestradas en la base, paralelas entre si, que cubren la mayor parte de la superficie
distal y se distribuyen espaciadas en la cara proximal. Las crestas pueden fusionarse

en areolas aisladas.

La diversidad de esculturas observadas en la pared de las esporas, es comparable con la
diversidad hallada dentro de la familia respecto a otros caracteres morfoldgicos
reproductivos (como la disposicion y proteccion de los soros) y vegetativos (como el

indumento, forma y grado de division de la lamina y venacion). No obstante, en algunos
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casos no se encontr6 una relacion directa entre la morfologia del esporofito y un grupo
morfologico de esporas en particular. En este sentido, especies con esporofitos muy
distintos como Pteridium arachnoideum subsp. arachnoideum y Microlepia speluncae
presentaron esporas tapizadas por redes de cordones similares. En contraposicion, si bien en
el género Hypolepis todas las especies presentan esporofitos de morfologia similar, se

hallaron dos grupos morfoldgicos muy distintos: equinado y crestado.

5.2. Analisis ultraestructural

En todas las especies estudiadas, excepto en Histiopteris incisa, los elementos que tapizan
la superficie de las esporas y que permiten delimitar a los grupos morfoldgicos
mencionados estan constituidos por el perisporio. No obstante, la estratificacion del mismo
es variable, ya que presenta una capa en las especies de Dennstaedtia (excepto en D.
cicutaria donde se observan dos), dos capas en Paesia glandulosa, Histiopteris incisa e
Hypolepis rugosula subsp. rugosula, tres capas en Pteridium arachnoideum subsp.
arachnoideum y Microlepia speluncae y cuatro capas en las restantes especies de
Hypolepis.

A pesar de las diferencias respecto al nimero de capas del perisporio, existen similitudes
entre los grupos en relacion a las caracteristicas ultraestructurales de algunas de estas. En
este sentido, excepto en el grupo morfologico verrucoso (Dennstaedtia) y baculado
(Blotiella), 1a capa interna del perisporio del resto de los grupos podria ser homologada
entre si, ya que la misma se encuentra fuertemente adherida al exosporio, es de 20-100 nm,
continua, homogénea y muy densa a los electrones.

Otra semejanza ultraestructural se halld en relacion a la naturaleza de los elementos de la
ornamentacion. Durante los andlisis con MET pudo observarse que las verrugas de las
especies de Dennstaedtia, lomos de Paesia glandulosa, baculas de Blotiella lindeniana,
espinas de las especies de Hypolepis y crestas de Hypolepis rugosula subsp. pradoana que
se distinguen al MO y MEB, estan formadas por una capa del perisporio de espesor muy
variable, electrondensa, con alvéolos de distintas dimensiones, rellenos o no por un material
oscuro. En contraposicion, en Microlepia speluncae y Pteridium arachnoideum subsp.

arachnoideum la capa que constituye la ornamentacion de las esporas esta formada por
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cordones. En el primer caso, los mismos presentan una diferenciacion de electron-densidad
a nivel subestructural, con un margen y un nicleo mas oscuro, mientras que en el segundo
caso son homogéneos respecto a la densidad a los electrones. Finalmente, en Histiopteris
incisa las dos capas del perisporio no estdn ornamentadas y acompaifian la superficie
irregular del exosporio que constituye los tubérculos de la ornamentacion.

Al igual que sucede con la capa mas interna del perisporio, también pudo identificarse una
capa externa cuyas caracteristicas ultraestructurales coinciden en todos los grupos
morfolégicos estudiados, excepto en el rugulado (Paesia), donde esta ausente. Esta capa es
discontinua, de 30-400 nm de grosor, baja electrondensidad y generalmente homogénea,
excepto en B. lindeniana e Histiopteris incisa donde pueden observarse sutiles diferencias
de densidad a los electrones. Adicionalmente, en estas ultimas especies, la capa externa se
observa parcialmente separada del resto de la pared.

Si bien las semejanzas estructurales mencionadas permiten generar hipotesis sobre una
homologia de las capas del perisporio de los géneros de Dennstaedtiaceae, son necesarios
estudios de desarrollo de la esporodermis para confirmarlas.

Independientemente de su estratificacion, Tryon & Lugardon (1991) elaboraron una
clasificacion que enumera distintos tipos de perisporio en relacion al aspecto que tiene el
mismo en seccidon y el modo en que conforma los elementos de la ornamentacion (Fig. 19).
Segun esta clasificacion, Dennstaedia, Blotiella, Paesia, Histiopteris ¢ Hypolepis
corresponderian al “tipo s6lido”, en donde los elementos de la ornamentacion estan
formados por la totalidad de la pared y donde la textura y el espesor son variables. En el
caso de Pteridium y Microlepia, estos géneros coincidirian con el “tipo rodlet” donde el

perisporio esta representado por una capa en la cual se observan cordones cilindricos.
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Diagram 1. Schematic diagram of com-
mon types of perispore layers.
A. 5olid layers
1. Thin and plain or thin and
echinulate.
2. Thick and irregular, or thick
forming coarse echinae
B. Cavate layers
1. Without pillars, outer unbroken
and echinulate, or perforate.
2. Pillared, the outer unbroken or
perforate.
C. Rodlet-forming layers.
1. With simple rodlets.
2. With elongate rodlets fused in
strands and laminac.

Figura 19. Diagrama extraido de Tryon & Lugardon (1991) que muestra la clasificacion elaborada por los

autores de los distintos tipos de perisporio.

En relacion al exosporio, todas las especies de Dennstaedtiaceae estudiadas en esta tesis
presentaron la misma estratificacion y ultraestructura, independientemente del grupo
morfologico al cual pertenecen. El mismo se caracteriza por poseer dos capas: una interna
(E1) que se distingue facilmente en la base de la lesura, de 20-300 nm, estructura
homogénea y baja densidad a los electrones, y una externa, mas electrondensa, de 0,1-4,5
um, formada por dos estratos. El estrato interno presenta fisuras, cavidades y canales
ramificados que se observaron rellenos de un material denso a los electrones (Ee;). Estos
canales presentaron, en el caso de las especies de Dennstaedtia, Microlepia speluncae,
Pteridium arachnoideum subsp. arachnoideum, Paesia gandulosa, Histiopteris incisa e
Hypolepis rugosula subsp. pradoana, una continuidad con los canales del estrato externo,
con los que se anastomosan y se conectan, a su vez, con los del perisporio. El estrato
externo (Ee;) posee en todos los casos una estructura homogénea.

Un exosporio con estas caracteristicas fue descripto por Lugardon (1971, 1974) para
diversas especies de helechos como Blechnum spicant, Pteridium aquilinum o Dennstaedtia
bipinnata en sus estudios sobre las Filicales isosporadas. El autor describid al exosporio
interno como una ‘“‘capa profunda relativamente fina, formada de una tinica ldmina y no
recubierta por ldminas superficiales” y a su estructura como “perfectamente compacta”,

coincidente con el Ei observado en esta tesis. Asimismo, inmediatamente por encima del
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exosporio interno, el autor observod un estrato que se caracteriza por la presencia de “un
numero infinito de muy pequefias fisuras y de finos canaliculos llenos de material fibrilo-
granular” formando “una red tenue pero muy densa de cavidades pequefias”. Este estrato,
fue denominado por el autor como “estrato fisurado” y es semejante al Ee,. Del mismo
modo, canales y grietas similares a los identificados por el autor en el estrato externo del
exosporio externo, se hallaron formando parte del Ee;. Finalmente, el autor sugirié que la
red de canales presentes en el exosporio podria participar en el intercambio entre el
citoplasma celular y el l6culo del esporangio durante la maduracion y la germinacion de las
esporas.

En relacion a esta ultima observacion, Pettit (1976) realizo estudios experimentales en
esporas de Lycopodium y aportd evidencias del rol que tendrian los canales del exosporio
en la transferencia de sustancias. Asimismo, Rowley & Flynn (1971) obtuvieron resultados
similares en su estudio sobre los canales que atraviesan la exina de los granos de polen en
Epilobium (Onagraceae) y, mas tarde, Rowley (1995) sugirié que los canales presentes en
la endexina de Artemisia asi como aquellos que atraviesan el exosporio de Lycopodium son
homologos. Segiin Rowley et al. (2003), el transporte a través de la exina es comparable
con el transporte entre las células de las plantas a través de plasmodesmos debido a que las
unidades presentes en la exina podrian interpretarse como estructuralmente equivalentes a
estos (Rowley & Claugher, 1996; El-Ghazaly & Rowley, 1998).

A nivel del exosporio, la unica diferencia hallada entre las especies estudiadas estd en
relacion a la superficie del mismo. Mientras que en los grupos con esporas triletes
(Dennstaedtia, Microlepia y Pteridium) el exosporio es psilado o levemente irregular, en
los grupos que presentaron esporas monoletes el mismo siempre esta ornamentado. En este
sentido, las variaciones en el espesor del exosporio definen pilas en Blotiella lindeniana,
verrugas y espinulas en las especies de Hypolepis del grupo morfologico equinado,
verrugas y baculas en Hypolepis rugosula subsp. pradoana y tubérculos en Paesia
glandulosa e Histiopteris incisa. Asimismo, en esta ultima especie el exosporio presenta el
mayor nivel de complejidad debido a que la superficie de los tubérculos esta tapizada por
baculas, espinas y verrugas.

En relacion al andlisis de la estratificacion de la esporodermis a través de fracturas de las

esporas observadas con MEB, es interesante destacar que, a pesar de haber sometido a
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ultrasonido muestras de todos los grupos y durante distintos periodos de tiempo,
unicamente se logré un desprendimiento total del perisporio en Paesia glandulosa. Esto
constituiria una evidencia de la alta adherencia entre el perisporio y el exosporio, existente

en las especies estudiadas.

5.2.1. Presencia de cordones en el perisporio

Si bien la presencia de cordones de 100-300 nm de didmetro como elementos constitutivos
del perisporio caracterizo al grupo morfoldgico integrado por Pteridium arachnoideum
subsp. arachnoideum y Microlepia speluncae, los mismos no fueron exclusivos de dichas
especies y se hallaron en otros grupos de Dennstaedtiaceae. En este sentido, cordones
semejantes se observaron sobre la superficie o conectando las verrugas en Dennstaedtia
cicutaria, las baculas en Blotiella lindeniana o las espinas en las especies equinadas de
Hypolepis.

En las observaciones con MET, tanto los cordones que conforman las redes
tridimensionales en Microlepia speluncae como los que conectan las espinas del perisporio
en Hypolepis, presentaron diferencias internas respecto a la densidad de electrones. Estos
cordones poseen una zona periférica y una central mas oscura, siendo esta tltima de 40-60
nm de didmetro en ambos casos. En contraposicion, los cordones de Pteridium
arachnoideum subsp. arachnoideum, Dennstaedtia cicutaria'y Blotiella lindeniana no
presentaron una diferenciacion de electrondensidad a nivel subestructural. No obstante,
como se menciono anteriormente en la discusion del capitulo correspondiente al grupo
morfologico con cordones, la presencia o ausencia de diferencias de electrondensidad
podria deberse a causas metodologicas asociadas a la tincidn de las muestras o estar
relacionadas con el grado de desarrollo de la esporodermis (Rowley, 1986, 1987) por lo que
son necesarios nuevos estudios comparativos para dilucidar detalladamente las similitudes
entre los cordones de las especies mencionadas y evaluar una posible homologia.

Ademas de las Dennstaedtiaceae, son diversos los grupos de plantas en los cuales se han
registrado cordones de apariencia y dimensiones similares, los cuales forman parte de la
pared de las esporas. Familias de Licofitas como Lycopodiaceae (Rowley 1995; Wittborn et
al. 1996; 1998) y Sellaginelaceae (Morbelli 1995, et al. 2001) y de helechos como

Dicksoniaceae, Matoniaceae, Vittariaceae, Lindsaeaceae, Pteridaceae (Tryon & Lugardon,
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1991) y Cyatheaceae (Marquez et al. 2009, 2010a, 2010b, 2014) tienen representantes en
donde la esporodermis esta constituida por estos elementos. En el caso particular de
Lycopodium (Rowley 1995), Selaginella (Morbelli 1995), Cyathea, Alsophilay
Spaeropteris (Marquez et al. 2014), los autores acordaron en que los cordones estarian
conformados por varias subunidades helicoidalmente dispuestas alrededor de un eje o canal
central que coincidiria con el modelo de “tuft” propuesto por Rowley (1981, 1988, 1990, &
Dahl 1982). Si bien en las especies de Dennstaedtiaceae estudiadas no se distinguen
subunidades en el interior de los cordones, el diametro de los mismos y las caracteristicas
del nucleo central, electron-denso, en el caso de Microlepia speluncae e Hypolepis, se
asemejan a lo descripto en el modelo mencionado y contradicen los resultados obtenidos
por Lugardon (1971, 1974), Van Campo & Lugardon (1973), Southworth (1986) y Tryon
& Lugardon (1991) quienes sugirieron que las unidades bésicas de la esporodermis son
granulos.

El modelo de los cordones helicoidales también fue utilizado para explicar la estructura de
la exina de granos de polen en diversos grupos de angiospermas (ej. Poa, Alnus, Betula,
Fagus, Rhododendron-Claugher & Rowley 1987, Rowley 1995; Wittborn et al. 1996,
1998, Artemisia-Rowley et al. 1980, 1981, Rowley et al. 1999; Echinodorus-El-Ghazaly &
Rowley, 1999; Epilobium-Rowley & Skvarla 2006; Rhoiptelea-Skarby et al. 2009), lo que
permite sugerir que son elementos que con frecuencia constituyen las subunidades basicas
de la esporodermis, independientemente del parentesco filogenético.

Finalmente, en los cortes analizados con MET de Pteridium arachnoideum se observo que,
en algunos casos, los canales presentes en el exosporio se conectan con la base del
perisporio. Como se menciono en el apartado anterior, hay evidencias de que en
Lycopodium los mismos intervendrian en la comunicacion entre el citoplasma celular y el
medio exterior (Pettit, 1976). En este sentido, la presencia de canales en el interior de los
cordones del perisporio de Pteridium arachnoideum subsp. arachnoideum y su posible
conexion con los canales del exosporio, permitiria inferir que este mismo sistema de
comunicacion podria ocurrir en la especie. La continuidad entre el sistema de canales del
exosporio y del perisporio fue recientemente documentada para Cyathea por Marquez et al.

(2014) y para Cheilanthes squamosa por Morbelli & Ponce (2015).
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5.2.2 Presencia de cuerpos esferoidales

En la mayoria de las especies estudiadas se observaron cuerpos esferoidales distinguibles al
MEB, dispersos sobre la superficie de las esporas. En relacion a la ultraestructura al MET,
los mismos resultaron ser de dos tipos: en algunos casos estan constituidos enteramente por
material similar al del perisporio mientras que en otros se componen de un nticleo central
de material similar al del exosporio rodeado de material perispérico. Como se menciono en
la discusion correspondiente a cada tipo morfologico, cuerpos esferoidales semejantes
fueron descriptos por Lugardon (1974) y Tryon and Lugardon (1991) quienes definieron al
primer tipo como esférulas y al segundo como globulos. La presencia de este tipo de
estructuras es observada con frecuencia sobre la superficie de diversos grupos de helechos
(Ramos Giacosa ef al., 2004; Pifieiro et al, 2006; Ramos Giacosa et al., 2007; Marquez et
al., 2009; Ramos Giacosa et al., 2009; Marquez et al., 2010a; 2010b; Morbelli & Giudice,
2010; Ramos Giacosa et al., 2013).

En relacion a los globulos, Morbelli (1977) y Lugardon (1981) homologaron a los mismos
con las orbiculas o corpusculos de Ubisch producidas por el tapete secretor de algunas
espermatofitas a partir de su morfologia, ultraestructura y resistencia a la acetdlisis. En este
sentido los corpusculos de Ubisch podrian estar asociados con la depositacion de la
esporopolenina, la dispersion del polen, la degradacion de las células tapetales o podrian ser
un subproducto del metabolismo celular tapetal (Huysmans ez al., 1998). También se
observd que podrian tener proteinas estructurales esenciales para el desarrollo del polen

(Wang et al. 2003).

5.3. Utilidad de los caracteres palinologicos en la identificacion de géneros o grupos

sub-genéricos

Como se menciono anteriormente, la escultura de las esporas permitio caracterizar distintos
grupos morfoldgicos dentro de la familia. Asimismo, si se analizan los taxones que estan
incluidos dentro de cada grupo se puede concluir que, en la mayoria de los casos, los
grupos morfolégicos coinciden con los géneros de Dennstaedtiaceae. En este sentido, el

género Dennstaedtia pertenece al grupo verrucoso, Blotiella al grupo baculado, Paesia al
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grupo rugulado e Histiopteris al grupo tuberculado. En el caso de Hypolepis, puede
distinguirse una division sub-genérica en relacion a la escultura de las esporas: Hypolepis
rugosula subsp. pradoana por un lado, que integra al grupo morfologico crestado y el resto
de las especies de Hypolepis estudiadas (H. mitis, H. stolonifera, H. x paulistana y H.
repens) que integran el grupo morfoloégico equinado. Finalmente, unicamente los géneros
Pteridium y Microlepia comparten el mismo grupo morfolégico con cordones. No obstante,
la forma de los cordones y la disposicion de los mismos en las redes distinguen a cada
taxon.

A partir de lo expuesto se puede concluir que las caracteristicas de la esporodermis son
utiles para identificar géneros o grupos sub-genéricos dentro de la familia. A esta
conclusion también arribéo Mickel (1973) y coincidieron Tryon (1986), refiriéndose a los
helechos en general, y Triana-Moreno (2012) en la familia Polypodiaceae.

En relacion a los géneros en los que se estudié mas de una especie, la utilidad de los
caracteres palinologicos para distinguir a las mismas resulté variable. En el caso de
Hypolepis la tnica especie que puede diferenciarse de las restantes es H. rugosula subsp.
pradoana debido a que, como se dijo, es la inica especie del género incluida en el grupo
morfologico crestado. El resto de las especies de Hypolepis, incluidas en el grupo
morfolégico equinado, no presentaron diferencias notorias en cuanto a las caracteristicas de
las espinas y el patron de distribucion y fusion de las mismas, por lo que resulta imposible
distinguirlas a través de sus esporas.

En contraposicion, como se discutid en el capitulo del grupo morfolégico verrucoso, la
superficie, grado de fusidn y distribucion de las verrugas sobre las esporas permiten
identificar a las diferentes especies de Dennstaedtia de la Provincia Paranaense. Asimismo,
debido a que la ornamentacion en este grupo es facilmente distinguible al MO, ésta
representa una herramienta util para la determinacion de aquellos materiales de herbario
donde otros caracteres diagndsticos estan ausentes.

Contrariamente a lo que ocurre con las especies de Dennstaedtia, en algunos géneros
estudiados como Microlepia y Pteridium la utilizacion de microscopia electronica es
necesaria para lograr una interpretacion correcta de la ornamentacion de las esporas debido
a que los elementos que la conforman, en este caso los cordones, no se distinguen con

facilidad a bajas magnitudes de observacion.
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5.4. Aporte de los caracteres palinologicos a las filogenias existentes

Las caracteristicas morfoldgicas de las esporas han demostrado ser ttiles para evaluar la
relacion entre géneros de helechos emparentados como Bromeria, Anogramma,
Coniogramme, Gymnopteris, Hemionitis, Pityrogramma, Trachypteris, Doryopteris y
Saffordia (Haufler & Gastony, 1978) y para aportar evidencias que sustenten los
agrupamientos dados por andlisis filogenéticos moleculares en la familia Selaginellaceae
(Korall & Taylor, 2006), en el género Elaphoglossum (Moran et al., 2007) y en los
helechos “bolbitoides” (Moran et al., 2010). Del mismo modo, algunos de los resultados
obtenidos en esta tesis concuerdan con las observaciones realizadas por otros autores sobre
la afinidad de los grupos dentro de las Dennstaedtiaceae.

Si bien existen numerosos estudios recientes que, a partir de un consenso de caracteres
moleculares y morfologicos (Pryer ef al., 1995; Smith et al., 2006) o Ginicamente
moleculares (Wolf, 1994, 1995; Hasebe ef al., 1994, 1995; Pryer et al., 1995, 2004)
plantean hipdtesis sobre las relaciones entre los géneros de la familia, la filogenia propuesta
por Schuettpelz & Pryer (2007, 2008) resume los resultados de dichos trabajos y expone los

principales clados que, hasta el momento, se reconocen dentro del grupo (Fig. 5).
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Figura 20. Recorte de la filogenia de los helechos Leptosporangiados resultante de un analisis de maxima
verosimilitud utilizando datos de ADN del cloroplasto (rbcL, atpB, atpA). Los clados indicados con * en el
arbol de la derecha representan un 100% de porcentaje de bootstrap). Propuesta por Schuettpelz & Pryer

(2007, 2008).
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En este esquema pueden observarse dentro de las Dennstaedtiaceae, consideradas como un
grupo monofilético, dos clados principales: uno constituido por Dennstaedtia-Microlepia-
Leptolepia (clado “dennstaedtioide”) y otro que incluye a Monachosorum-Pteridium-
Hypolepis-Paesia-Blotiella-Histiopteris (clado “hypolepidoide”). Estos clados coinciden, a
su vez, con lineas evolutivas planteadas en trabajos previos a partir de caracteres
morfolégicos principalmente reproductivos, como la posicion de los soros y la morfologia
de los indusios (Bower, 1923, 1926, 1928; Christensen, 1938; Copeland, 1947; Mickel,
1973, 1974). En este sentido mientras que en Dennstaedtia y Microlepia los soros son
marginales y estan protegidos por indusios dobles, en Pteridium, Hypolepis, Paesia y
Blotiella existe una tendencia al desplazamiento de los esporangios hacia la cara abaxial de
la 1dmina, una reduccidn y posterior aborto del indusio abaxial y un aplanamiento y fusion
del indusio adaxial con el margen de la ldmina. Asimismo, estudios citoldgicos aportaron
evidencias que sustentan las relaciones mencionadas entre los géneros a partir de la
evolucion del nimero cromosoémico (Brownlie, 1957; Mehra, 1961; Walker, 1973; Page,
1976; Brownsey, 1983).

Desde el punto de vista palinologico, las relaciones entre los géneros propuestas en la
filogenia de la fig. 20 pueden analizarse desde tres atributos principales de las esporas: la
clase de esporas, la superficie del exosporio y la ornamentacion del perisporio.

En relacion a la clase de esporas, se observa que aquellas especies que presentaron esporas
trilete se ubican en los géneros del clado “dennstaedtioide”: Dennstaedtia, Microlepia 'y
Leptolepia (Tryon & Lugardon, 1991 p. 275) y en los géneros basales del clado
“hypolepidoide”: Pteridium y Monachosorum (Tryon & Lugardon, 1991 p. 277).
Asimismo, las especies estudiadas que presentaron esporas monolete se encuentran en una
posicion derivada del clado “hypolepidoide” conformando un grupo monofilético:
Hypolepis, Paesia, Blotiella e Histiopteris.

En relacion a estas tltimas observaciones, Wolf ez al. (1994) y Wolf (1995) superpusieron
la clase de esporas con la filogenia elaborada en sus estudios sobre las Dennstaedtiaceae y
los grupos mas emparentados y concluyeron que el estado mas primitivo es el tetraédrico
globoso, presente en géneros como Dennstaedtia, Microlepia, Monachosorum y Pteridium,
mientras que el estado monolete evoluciond independientemente en los helechos

dryopteridoides (ej. Tapeinidium) y en el subclado formado por Hypolepis, Paesia,
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Blotiella e Histiopteris. La condicidn primitiva de las esporas trilete fue también sefialada
por Tryon (1990) y Tryon & Lugardon (1991) quienes advirtieron que este tipo de esporas
aparecen primero en el registro fosil. El cardcter derivado de las esporas monoletes fue
también sefialado por Holttum (1973). Si bien posteriormente Tryon (1986) sefiald que el
origen de las esporas monolete en los helechos es polifilético, este caracter es util para
analizar las relaciones hacia el interior de la familia.

En relacion a la superficie del exosporio, también se observan diferencias dentro de la
familia entre los dos subclados mencionados: mientras que las especies estudiadas de
Dennstaedtia y Microlepia (clado “dennstaedtioide”) comparten la presencia de un
exosporio de margen psilado o irregular, los géneros derivados del clado “hypolepidoide”
(Hypolepis, Paesia, Blotiella e Histiopteris) tienen un exosporio siempre ornamentado por
verrugas, tubérculos, clavas, baculas y/o espinas. Asimismo, dentro de este ultimo clado,
Pteridium presenta un exosporio semejante al observado para el clado “dennstaedtioide”.
En relacion a esta caracteristica, Wagner (1974) sugirié que lo mas habitual entre los
helechos es la presencia de un exosporio psilado o finamente ornamentado, similar al que
se describio para las especies con esporas triletes. Asimismo, un €xosporio mas grueso y
marcadamente ornamentado, como el observado en las especies con esporas monoletes,
representarian un caracter derivado. Adicionalmente, el autor identificod como la condicién
mas especializada la presencia de un exosporio biesculturado (con dos patrones de escultura
superpuestos) similar al que tiene Histiopteris incisa cuyo género, junto con Blotiella,
forman el clado mas derivado de las Dennstaedtiaceae.

En relacion a la cercania de los géneros con esporas monoletes, Nayar & Devi (1968b)
sefialdé que la morfologia de las esporas tiende a soportar su agrupamiento.

Es interesante destacar que, a pesar de que todas las filogenias existentes para la familia
ubican a Monachosorum como grupo hermano del clado que agrupa a Preridium y las
especies monoletes, este género también presenta un exosporio marcadamente ornamentado
por verrugas similar al que se observa en los géneros mas derivados del clado
“hypolepidoide” (Tryon & Lugardon, 1991 p. 276-277). En este sentido, de comprobarse
que todas las especies de Pteridium presentan el mismo exosporio observado en esta tesis

para P. arachnoideum subsp. arachnoideum, la aparicion de este caracter en el género
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podria explicarse como un paralelismo respecto al exosporio presente en el clado
“dennstaedtioide”.

Asimismo, hasta el momento no se han realizado estudios ultraestructurales en el género
monotipico Leptolepia que permitan corroborar la monofilia del clado “dennstaedioide”
respecto a la presencia de exosporio psilado.

Finalmente, como se mencionod anteriormente en relacion con la ornamentacion del
perisporio, la familia Dennstaedtiaceae presenta una gran diversidad de patrones
esculturales que resultaron utiles para caracterizar a los géneros de Dennstaedtiaceae. Es
debido a esta diversidad que no pudieron establecerse tendencias evolutivas claras dentro
de la filogenia. No obstante, existen aspectos llamativos para destacar.

Dentro del grupo “dennstaedtioide”, Dennstaedtia es un género parafilético, con Microlepia
y Leptolepia dentro del mismo clado. Si bien es necesario considerar un mayor nimero de
especies para resolver estas relaciones, la morfologia de las esporas podria aportar
informacion en ese sentido.

Las especies de Dennstaedtia y Microlepia estudiadas comparten tinicamente la presencia
de esporas triletes, triangulares en vista polar y de angulos redondeados y difieren tanto en
la ornamentacion como en la ultraestructura de la pared: mientras que las especies de
Dennstaedtia poseen esporas verrucosas, con verrugas constituidas a partir de un perisporio
con 1 o 2 capas, las esporas de Microlepia speluncae estan tapizadas por redes
tridimensionales de cordones que se originan a partir de un perisporio de 3 capas. Muchos
autores han destacado la gran similitud morfologica entre algunos representantes de
Dennstaedtia y Microlepia (Copeland, 1947; Tryon, 1960; Holttum & Sen, 1961; Nayar &
Devi, 1968; Lovis, 1977; Tryon & Tryon, 1982), y sefialaron que inicamente se distinguen
por la posicion de lo soros (marginal en Dennstaedtia, submarginal en Microlepia), y la
morfologia de las esporas. Asimismo, Mickel (1974) destacd la importancia de realizar
nuevos estudios para definir claramente los limites genéricos entre ambos taxones. En este
sentido, los resultados de este trabajo aportan nueva informacion que permite distinguirlos.
En contraposicion, si bien son escasos los estudios dedicados a describir la palinologia de
Leptolepia, este género monotipico representado por L. novae-zelandiae tiene esporas
verrucosas muy similares a las observadas para las especies de Dennstaedtia (Tryon &

Lugardon, 1991 p. 275), lo que aportaria evidencia para sustentar su cercania en la
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filogenia. Estos resultados concuerdan con las conclusiones de Nayar ef al. (1968b) quienes
también sugirieron una cercana relacion evolutiva entre estos dos géneros a partir de sus
similitudes palinolégicas.

Finalmente, como se menciond anteriormente, el tipo morfoldgico con cordones descripto
para Microlepia speluncae 'y Pteridium arachoideum subsp arachnoideum es el Gnico que
aparece en dos géneros distintos. Debido a la posicion distante que Microlepia y Pteridium
tienen en el arbol filogenético, la presencia de redes tridimensionales de cordones que
tapizan a las esporas pareceria haber surgido dos veces de manera independiente dentro de

la familia.

5.4.1 Caracteres palinoldgicos coincidentes con otras familias filogenéticamente no
emparentadas

Como se menciond en la discusion correspondiente a cada grupo morfolégico, durante el
analisis de las distintas especies de Dennstaedtiaceae se hallaron similitudes a nivel de la
ornamentacion con las de otras familias de helechos. No obstante, al comparar la
ultraestructura se observaron diferencias respecto al origen de los elementos de la

ornamentacion. En la siguiente tabla se resumen estas caracteristicas:

Tabla 3. Origen de los elementos de la ornamentacion en Dennstaedtiaceae y grupos

con esporas de escultura similar.

Escultura Taxones Constitucion de la
ornamentacion
D. cicutaria (Dennstaedtiaceae) Verrugas + cordones =
Verrugas o Perisporio
tubérculos | Taenitis hookeri y T. requiniana Verrugas o tubérculos =

ornamentados | (Pteridaceae), Cyathea caracasana, | Exosporio
por cordones | C. divergens y C. delgadii Cordones = Perisporio
(Lamina 28, | (Cyatheaceae)
Fig. A-D)
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D. dissecta, D. cornuta, D. Verrugas-lomos = Perisporio
Verrugas o | obstusifolia, D. globulifera
lomos (Dennstaedtiaceae)
formando Anogramma lorentzii, Verrugas-lomos = Exoporio
patron Pitirogramma tartarea, Cheilantes
rugulado vellea y Cryptogramma crispa
(Pteridaceae)
Hypolepis rugosula subsp. Crestas formadas por
pradoana (Dennstaedtiaceae) variacion en el espesor del
perisporio
Crestas Gymnopteris, Cheilanthes, Pellaea, | Crestas formadas por pliegues
(Lamina 28, | Bommeria 'y Trachypteris en el perisporio (crestas con
Fig. E-H) (Pteridaceae), Asplenium cavidades)
(Aspleniaceae) y Elaphoglossum
(Lomariopsidaceae)

A partir de estas diferencias en la constitucion de la escultura a nivel estructural se puede
concluir que, para realizar comparaciones validas y evaluar un potencial alcance
sistematico y filogenético de la ornamentacion de las esporas, debe realizarse
necesariamente el estudio de la estratificacion y ultraestructura de la esporodermis con
microscopia electronica de transmision.

Asimismo, pudieron identificarse otros casos en donde tanto la escultura como la
ultraestructura de la esporodermis de algunas especies de Dennstaedtiaceae resultaron
coincidentes con taxones de otras familias. En este sentido, se hallaron baculas formadas
por el perisporio en Drynaria rigidula y D. quercifolia (Polypodiaceae) similares a las
observadas para Blotiella lindeniana; tubérculos fusionados constituidos por exosporio en
Pteridoblechnum neglectum (Blechnaceae) semejantes a los descriptos para Histiopteris
incisa (Lamina 29, Fig. A-D) y redes de cordones tridimensionales de perisporio en
Cheilanthes brandegei (Pteridaceae) y Cyathea atrovirens (Cyatheaceae) afines a los

elementos que tapizan las esporas de Microlepia speluncae (Lamina 29, Fig. E-H).
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El hallazgo de esporas con caracteristicas semejantes en familias filogenéticamente no
emparentadas permite sugerir que los caracteres palinoldgicos no poseen un valor evolutivo
que permita establecer relaciones entre grupos por encima del nivel de género. En este
mismo sentido, una familia tradicionalmente emparentada con Dennstaedtiaceae como es
Lindsaeceae (Ching, 1940; Nayar, 1970; Pichi Sermolli, 1977) presenta esporas muy
distintas, provistas generalmente de perisporio granulado, papilado o psilado.

En coincidencia con las conclusiones expuestas, Soepadmo & Khoo (1977) sefialaron que
las caracteristicas de las esporas deben ser consideradas como un atributo mas, en conjunto

con otros, en la construccion de un sistema de clasificacidén mas natural.
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Lamina 28. Caracteres palinologicos coincidentes con otras familias filogenéticamente

no emparentadas.

Figuras A-B. Esporas de Dennstaedtia cicutaria (A) y Cyathea delgadii (B) en vista distal
al MEB. En ambos casos se observan verrugas tapizadas por cordones. C. Dennstaedtia
cicutaria, seccion de la pared al MET. Tanto las verrugas como los cordones que tapizan
las mismas (flechas) estan formados por el perisporio (P). Exosporio = E. D. Cyathea
delgadii, seccion de la pared al MET. El exosporio externo (Ee) constituye las verrugas de
la ornamentacion mientras que los cordones estan formados por el perisporio (P). Figuras
E-F. Esporas de Hypolepis rugosula subsp. pradoana (E) y Asplenium pumilum (F). La
ornamentacion de las esporas en ambas especies es crestada. G. Hypolepis rugosula subsp.
pradoana, seccion de la pared al MET. Las crestas de la ornamentacion estan formadas por
variaciones en el espesor del perisporio. Pi= Perisporio interno. Pm = Perisporio medio. Pe
= Perisporio externo. H. Asplenium pumilum, seccion de la pared al MET. Las crestas de la
ornamentacion estan formadas por pliegues del perisporio. Plo = Perisporio 1 externo. P1m
= Perisporio 1 medio. E = Exosporio. Barras: B, E-F =10 pm; A=5 um; C, H=1 um; D
=0,5um; G=0,2 um.

B = Gentileza del Dr. Gonzalo J. Marquez. D = Extraido de Marquez et al. (2010b) (Figura
4, E). F, H = Extraido de Morbelli & Giudice (2005) (Lamina IV, 23 y 25

respectivamente).
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Lamina 29. Caracteres palinologicos coincidentes con otras familias filogenéticamente

no emparentadas.

Figuras A-B. Esporas de Histiopteris incisa (A) y Pteridoblechnum neglectum (B) en vista
ecuatorial al MEB. En ambos casos las esporas presentan tubérculos que se fusionan entre
si para formar reticulos. Figuras C-D. Seccion de la pared al MET de Histiopteris incisa
(C) Pteridoblechnum neglectum (D). En ambas especies los tubérculos de la ornamentacion
estan constituidos por el exosporio (E). P = Perisporio. Figuras E-F. Esporas de
Microlepia speluncae (E) y Cyathea atrovirens (F). Las esporas de ambas especies estan
tapizadas por redes de cordones tridimensionales. Figuras G-H. Seccion de la pared al
MET de Microlepia speluncae (G) y Cyathea atrovirens (H). Los cordones son originados
por el perisporio (P). En ambas especies se observan diferencias de electrondensidad hacia
el interior de los mismos. oP1 = Estrato externo del perisporio interno. P2 = Perisporio
externo. Barras: A, E-F =10 pm; C, H=0,5 um; G = 0,4 pm

B, D = Extraido de Tryon & Lugardon (1991) (Pag. 527, Fig. 204.1, x1000 y 204.4,
x9000). F, H = Extraido de Marquez et al. (2010b) (Figura 1, A y Figura 5, C).
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5.5. Caracteres palinologicos y rangos de distribucion geografica. Perspectivas.

Con el fin de enriquecer el analisis palinologico de los grupos estudiados, se realizé una
evaluacidn preliminar sobre la posible relacion entre la distribucion geografica de las
especies y géneros y algunos caracteres palinoldgicos, como el tamafio y la ornamentacion
de las esporas. Como resultado, en ninguno de los grupos morfolégicos definidos se
observaron patrones evidentes que sefialen una variabilidad en los caracteres mencionados
que pueda relacionarse con la distribucion de las especies.

En relacion al tamafio de las esporas, y debido al bajo numero de ejemplares de herbario
disponibles, s6lo se pudo realizar un estudio parcial y cualitativo de este caracter. No
obstante, seria interesante llevar a cabo nuevos estudios cuantitativos mediante métodos
estadisticos con un mayor nimero de ejemplares y donde se tengan en cuenta variables
ambientales. Un estudio de estas caracteristicas fue llevado a cabo por Esteves & Coelho
(2011) en el género Serpocaulon donde la autora analizé la posible influencia de las
caracteristicas fitofisionomicas del ambiente sobre el tamafio de las esporas. En este caso,
tampoco se hallo correlacion alguna.

Respecto a la ornamentacion, algunos de los resultados se pueden relacionar con lo que
otros autores mencionaron en trabajos previos. En este sentido, en el género Dennstaedtia
la relacion entre los tipos de ornamentacion observados y la distribucion geografica de las
especies estudiadas se ajusta parcialmente a lo descripto por Tryon and Tryon (1982) y
Tryon and Lugardon (1991). Estos autores definieron un patron verrucoso para la mayoria
de los taxa americanos que coincide a grandes rasgos con el de las especies paranaenses. En
contraposicion, si bien el patron reticulado observado en D. globulifera y D. cornuta es
menos regular y se restringe a la cara distal y angulos de la espora, es similar al descripto
por los autores para las especies paleotropicales. Esto permitiria concluir que la presencia
de verrugas, lomos y reticulos son elementos comunes de las especies de Dennstaedtia,
independientemente de su distribucion.

Tryon & Lugardon (1991) también describieron para el género Hypolepis dos variantes de
la superficie equinada que serian coincidentes con la distribucion geografica de las
especies. En este sentido, los autores describieron una superficie tapizada por espinas

fusionadas lateralmente para las especies paleotropicales y una superficie mas elaborada,
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con reticulos, para las especies neotropicales. Segtin lo observado en las especies de
Hypolepis paranaenses con esporas equinadas, ambas variantes pueden estar presentes en
una misma especie, e inclusive, en un mismo ejemplar, lo que permite sugerir nuevamente
que la variabilidad observada dentro de cada tipo de ornamentacion no estaria relacionada

con la distribucion geografica de los taxones.

5.6. Aportes a la asignacion de material fosil

A pesar de que los granos de polen y esporas son muy frecuentes en los sedimentos fosiles,
debido a la resistencia que la esporopolenina les confiere para su preservacion en ciertos
ambientes, la asignacion de estas estructuras a los distintos grupos de plantas es dificultosa.
Es por esta razén que el estudio morfoldgico de la esporodermis en taxones actuales
representa una herramienta valiosa para una posterior comparacion con material fosil
(Tryon 1986). La existencia en los helechos de una enorme diversidad de ornamentaciones
tanto a nivel del exosporio como del perisporio ofrece la posibilidad de contar con
numerosos caracteres con los cuales realizar asignaciones botanicas precisas. No obstante,
la falta de informacion sobre algunos aspectos particulares de cada grupo durante el andlisis
de material fosil podria derivar en errores durante dichas asignaciones. En este sentido,
algunos resultados y conclusiones derivadas de esta tesis contribuyen a facilitar dicha tarea

debido a que arrojan luz sobre los siguientes aspectos:

- Durante esta tesis se hizo hincapi¢ en acompafar las descripciones de las esporas no
solo con fotografias tomadas en el microscopio dptico sino también en el
microscopio electronico de barrido. Es frecuente que durante los estudios
paleopalinologicos no se cuente con el material suficiente para tomar fotografias
con microscopia electronica, por lo que contar con imagenes de microscopia optica
facilitaria las comparaciones. Asimismo debido a que, como se menciond mas
arriba en la discusion, los patrones de la ornamentacion no siempre se observan
correctamente con bajos niveles de aumento, contar con imagenes de las esporas
tomadas tanto al MO y como al MEB permite una mejor interpretacion de los

mismos.
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- El hallazgo en otras familias de helechos de patrones ornamentales similares a los
observados en las especies de Dennstaedtiaceae deja en evidencia la importancia de
considerar tanto la morfologia del exosporio como del perisporio durante las
comparaciones del material fosil con el actual, asi como el hecho de que en algunos
casos (ej. Microlepia speluncae y Cyathea atrovirens) ambas paredes pueden ser
semejantes en dos grupos distintos. Asimismo, es frecuente que, debido al proceso
de fosilizacion o a la violencia de los métodos utilizados para la recuperacion de
material bioldégico de rocas y sedimentos, el perisporio se elimine parcial o
totalmente dejando expuesto el exosporio. Contar con informacion acerca de la
morfologia tanto del exosporio como del perisporio puede contribuir con dichos

casos de material deteriorado.

Hasta el momento, el material fosil asociado a las Dennstaedtiaceae se limita
principalmente a macrorestos vegetales como frondes y ejes que podrian pertenecer a
especies de los géneros Hypolepis, Dennstaedtia y Microlepia. (Knowlton, 1910, 1930;
Hollick, 1936; Becker, 1961). Segtn este registro, la familia tendria su origen durante el
Eoceno, aunque existen fosiles dudosos que la ubican en el Cretacico Superior (Arnold &
Daugherty, 1964). En relacion a los estudios paleopalinolégicos, no son abundantes las
esporas asignadas a la familia y pertenecerian a los géneros Pteridium (Couper, 1953;
Kremp & Kawasaki, 1972), Microlepia (Archangelsky, 1994) y Paesia (Couper, 1953).
Recientemente, se hallaron esporas asociadas con Dennstaedtia en sedimentos marinos del
cuaternario del SE de Brasil, cerca del area de estudio de esta tesis (Freitas ef al., 2015).
Se pretende que los resultados de este trabajo puedan contribuir a dilucidar el origen de

materiales aiin desconocidos para la ciencia debido a la falta de informacién.
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El analisis de la morfologia general de las esporas, con y sin tratamiento quimico al
Microscopio Optico (MO), de la superficie y fracturas con Microscopio electronico de
Barrido (MEB) y de la ultraestructura de sus paredes con Microscopio electronico de
Transmision (MET) realizados en esta tesis representan un aporte significativo al
conocimiento palinolégico de los taxa incluidos en la familia Dennstaedtiaceae para la
Provincia Fitogeografica Paranaense. A continuacion, se detallan las principales
conclusiones relacionadas con los objetivos particulares primarios planteados al inicio de

esta tesis:

“Reconocer grupos morfologicos definidos por la ornamentacion, estructura y/o

ultraestructura dentro de la familia Dennstaedtiaceae”

Se reconocen, dentro de las Dennstaedtiaceae de la Provincia Fitogeografica Paranaense, 7
grupos morfolégicos definidos por los elementos ornamentales que tapizan la superficie de

las esporas: verrucoso, con cordones, baculado, rugulado, tuberculado, equinado y crestado.

“Reconocer si existen caracteristicas en la morfologia y/o estructura de las esporas

propias de Dennstaedtiaceae”

En la mayoria de los grupos morfoldgicos pueden identificarse similitudes
ultraestructurales en el perisporio respecto a la capa que constituye los elementos de la
ornamentacion, asi como en las capas mas interna y mas externa. En relacion al exosporio,
todas las especies de Dennstaedtiaceae paranaenses poseen un exosporio constituido por
dos capas, homologable al exosporio de tipo “Blechnoide” definido por Lugardon (1971,

1974).

“Reconocer si existen caracteristicas en la morfologia y/o estructura de las esporas que

’

distingan a los géneros de Dennstaedtiaceae.’

Dentro de la familia, la mayoria de los géneros estudiados pertenecen a un grupo

morfolégico que los caracteriza: Dennstaedtia-verrucoso, Blotiella-baculado, Paesia-
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rugulado, Histiopteris-tuberculado. No obstante, Microlepia y Pteridium pueden asignarse
a un mismo grupo morfoldgico (con cordones) y las especies de Hypolepis se incluyen en
dos grupos distintos (equinado y crestado), segun el caso. Las caracteristicas de la

esporodermis son ttiles para identificar géneros o grupos subgenéricos dentro de la familia.

“Comparar la diversidad morfologica del esporofito con las caracteristicas morfologicas

de las esporas”™

La diversidad morfoldgica observada en los esporofitos de las especies de la familia
Dennstaedtiaceae es comparable con la diversidad observada respecto a las caracteristicas

esculturales de las esporas.

“Evaluar la uniformidad o variabilidad de las caracteristicas de las esporas en funcion de

los rangos de distribucion geogrdfica de las especies o géneros”

No se observo un patron de variacion evidente que sefiale una variabilidad en el tamafio de
las esporas o la ornamentacidon que pueda relacionarse con la distribucion de las especies

paranaenses de Dennstaedtiaceae.

Asimismo, en relacion a los objetivos particulares secundarios, es posible concluir lo

siguiente:

“Aportar informacion palinologica que permita la correcta circunscripcion de los géneros
incluidos dentro de Dennstaedtiaceae y que puedan contribuir la resolucion de las

relaciones filogenéticas dentro del grupo™

Existen caracteres que concuerdan con la posicion de los géneros de Dennstaedtiaceae en
las filogenias reconocidas hasta el momento. En este sentido, la presencia de esporas
triletes con exosporios psilados o levemente irregulares son compartidas por los géneros del
clado “dennstaedtioide” (Dennstaedtia, Microlepia) y por Pteridium, género basal en el

clado “hypolepidoide”. Asimismo, la presencia de esporas monoletes con exosporios
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ornamentados se hallan en las especies pertenecientes a géneros mas derivados del clado
“hypolepidoide” (Hypolepis, Paesia, Blotiella e Histiopteris). Si bien la ornamentacion del
perisporio caracterizo a la mayoria de los géneros estudiados, la presencia de cordones

parece haber surgido independientemente mas de una vez en la evolucion de la familia.

“Aportar la informacion obtenida en este estudio al campo Paleontologico con el objeto de
que los mismos contribuyan a facilitar asignaciones botanicas mds precisas que permitan

reconstruir las condiciones paleoambientales”

Las descripciones detalladas de la ornamentacion tanto del exosporio como del perisporio
de las especies estudiadas, asi como las imagenes capturadas con microscopia Optica
aportadas por esta tesis, representarian un aporte de informacion util para ser utilizada en la

comparacion con material fosil.

En relacion a la hipdtesis de esta tesis es posible afirmar que los resultados obtenidos
confirman que las caracteristicas de las esporas de los géneros incluidos dentro de las
Dennstaedtiaceae para la Provincia Fitogeografica Paranaense reflejan la diversidad

morfoldgica del esporofito dentro del grupo.
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A partir de los resultados obtenidos y de las conclusiones elaboradas, naturalmente surgen
nuevos objetivos relacionados con el estudio de la familia Dennstaedtiaceae en los que seria

interesante trabajar:

Realizar analisis cuantitativos para evaluar la relacion entre el tamafio de las esporas y la
ploidia de los individuos y su distribucion geografica. Seria interesante llevar a cabo este
tipo de andlisis en representantes paranaenses de Hypolepis y Pteridium debido a que estos
géneros presentan antecedentes de poliploidia e hibridacion en otras partes del mundo. En
el caso particular de Pteridium arachnoideum subsp. arachnoideum, seria importante llevar
a cabo estudios citologicos orientados a determinar el nimero cromosdmico para
corroborar si los didmetros observados aqui se deben a una poliplodia o forman parte de la
variabilidad caracteristica del taxdn.

En el caso particular de Pteridium arachnoideum subsp. arachnoideum, un estudio mas
exhaustivo sobre las poblaciones existentes en la Argentina seria relevante debido a la
toxicidad y el comportamiento como maleza que presenta esta especie. En este sentido, un
analisis detallado sobre la produccion de esporas y los patrones y condiciones de
germinacion en esta especie podrian aportar informacion valiosa para su control.
Continuar con el analisis de la especie Hypolepis x paulistana a través del analisis de una
mayor cantidad de ejemplares, estudios de viabilidad de las esporas y comparacion de
caracteres palinologicos con otros caracteres morfologicos del esporofito.

Analizar el desarrollo de las especies de la familia para entender como se forma la
esporodermis y de que manera se definen los elementos de la ornamentacion. Este tipo de
estudios permitirian realizar nuevas comparaciones con otros grupos filogenéticamente no
emparentados que poseen ornamentaciones similares con el fin de identificar patrones
comunes de desarrollo para los helechos. En el caso particular de Microlepia speluncae 'y
Pteridium arachoideum, seria interesante continuar estudiando la subestructura de los
cordones mediante la aplicacién de nuevas formas de procesamiento y comenzar a indagar
en el modo en que estos se forman durante la estabilizacion con esporopolenina, con el fin
de evaluar si se ajustan o no a la teoria de los cordones helicoidales (tuft) de Rowley

(1981).
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@ Analizar los patrones de germinacion de las esporas y las caracteristicas de los gametofitos
con el fin de comprobar si las mismas reflejan la variabilidad morfoldgica observada en el

esporofito y en las esporas.
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