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RESUMEN

La presente Tesis abarco el estudio de las esporas de las familias Azollaceae,
Salviniaceae y Marsileaceae que crecen en el Cono Sur de Sudamérica. El area de estudio
comprende Bolivia, el sur de Brasil (estados de Parand, Santa Catarina y Rio Grande do
Sul), Chile, Paraguay, Uruguay y Argentina. Estas familias son tinicas dentro de las
Filicophyta por presentar heterosporia y estar adaptadas en diversos grados al ambiente
acuatico.

En primer lugar se actualiz6 el nimero de taxa de estas familias y su distribucion
dentro de la region. La distribucion fue determinada en base a la bibliografia existente y a
la revision de los datos de coleccion del material.

Posteriormente, y como propdsito fundamental de esta investigacion, se llevo a
cabo el analisis comparativo de la morfologia y estructura de las esporas en todos los taxa.
Con tal finalidad se reconocieron la organizacion y las caracteristicas externas de ambos
tipos de esporas y la estructura y ultraestructura de sus paredes.

Se utilizé material seco proveniente de herbarios nacionales y extranjeros. Las
esporas se estudiaron con distintos medios: microscopio Optico, electronico de barrido y
de transmision. El material fue tratado con distintos protocolos, segun el medio de
observacion empleado.

La familia Azollaceae esté integrada por el género Azolla, representado por dos
especies en el area: Azolla cristata Kaulfuss y A. filiculoides Lamarck. Esta tltima tiene
una distribucion amplia, desde Canada hasta las zonas mas australes en Argentina y
Chile, mientras que 4. cristata se encuentra desde el centro de América del Norte hasta
las provincias de Buenos Aires y La Pampa (Argentina). El 4rea de distribucion de A.
filiculoides se amplié confirmando su presencia en las provincias de Neuquén y Chubut
(Argentina).

A nivel palinolégico, ambas especies presentan un sistema integrado por la
megaspora y estructuras accesorias localizadas por sobre el area proximal: collar,
columna y flotadores. La longitud de todo el sistema es de 427- 560 pum. Las
caracteristicas de la superficie de las megasporas son diferentes en cada especie. En
seccion, la esporodermis presenta un exosporio lacunoso y un episporio con dos capas.
Ambas capas del episporio son lacunosas en A. cristata, mientras que en A. filiculoides la
capa interna es lacunosa y la externa es compacta. El collar y la columna poseen

asimismo una estructura lacunosa.



Las microsporas estan reunidas en masulas de 100 — 215 pm de longitud segun su
eje mayor. Las masulas son de estructura lacunosa y poseen gloquidios en su superficie,
los cuales presentan caracteristicas particulares en cada especie. Las microsporas de
ambas especies son de 12 — 33 um de diametro, triletes, esferoidales, de superficie
rugulada. La pared en seccion estd compuesta por un exosporio homogéneo, compacto.

La familia Salviniaceae esta representada dentro del area de estudio por cuatro
especies: Salvinia adnata Desvaux, S. auriculata Aublet, S. biloba Raddi y S. minima
Baker. El area de Salvinia adnata esta restringida al sur de Brasil; las otras tres especies
tienen una distribucion simpatrica dentro de la region, en las cuencas de los grandes rios
(Parand, Paraguay, Uruguay, de la Plata) y su limite austral se localiza en la provincia de
Buenos Aires (Argentina).

En esta Tesis se describieron por primera vez las esporas y masulas de Salvinia
biloba y S. minima, y se describi6 en detalle el area proximal de las megasporas de S.
auriculata, cuyas particularidades no habian sido determinadas con anterioridad.

De acuerdo a la investigacion realizada y a la informacion édita, Salvinia adnata
produce esporas no desarrolladas o abortadas, razon por la cual se infiere que la
supervivencia de la misma solo seria posible por via vegetativa.

Las megasporas en las restantes especies son triletes, de 180 — 435 um de didmetro
polar, de contorno irregularmente circular en vista polar y ovado en vista ecuatorial. La
superficie presenta lomos y perforaciones. La esporodermis consta de un exosporio
compacto y un episporio lacunoso, con dos estratos. En el polo proximal presentan una
proyeccion integrada por un tabique trirradiado interno y tres facetas externas. La
morfologia de esta proyeccion es diferente en S. minima, donde las facetas laterales son
aplanadas.

Las microsporas se encuentran incluidas en masulas esferoidales a elipsoidales, de
145 — 240 pm de longitud de acuerdo a su eje mayor, de estructura lacunosa. Las
microsporas en todas las especies son triletes, de 15 — 36 um de didmetro, esferoidales,
con ornamentacion rugulada. El exosporio en seccion es compacto.

La familia Marsileaceae esta representada en el area de estudio por tres géneros:
Marsilea, con cinco especies (Marsilea ancylopoda A. Braun, M. crotophora D. M.
Johnson, M. deflexa A. Braun, M. mollis Robinson & Fernald y M. polycarpa Hooker &
Greville), Pilularia, con una especie (P. americana A. Braun) y Regnellidium, con la
especie R. diphyllum Lindman. La mayoria de las especies de Marsilea se distribuyen en

el norte del area de estudio, en areas del sur de Brasil, Bolivia y Paraguay y norte de
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Argentina, mientras que M. ancylopoda se extiende hasta la region patagdnica en
Argentina. Pilularia es de distribucion amplia en todo el continente y llega hasta la
Patagonia. Regnellidium es endémico del sur de Brasil, Uruguay y la provincia de
Corrientes (Argentina). El area de distribucion de M. ancylopoda se ampli6 confirmando
la presencia de esta especie en las provincias de Entre Rios, Jujuy y La Pampa
(Argentina).

Las megasporas de esta familia son elipsoidales, de 253 — 605 pm de didmetro
polar, de superficie rugulada a reticulada, con una papila proximal con caracteristicas
particulares en cada género. La esporodermis posee un exosporio compacto y un
episporio lacunoso, con tres capas. Las capas interna y media estan integradas por
cordones que se disponen de forma caracteristica, mientras que la capa externa es lamelar.

Las microsporas en los tres géneros se dispersan en unidades, son triletes, de 33 —
71 um de diametro, esferoidales; en Regnellidium poseen ademas una papila proximal. La
superficie es verrucosa a clavada-pilada en Marsilea y verrucosa en Pilularia 'y
Regnellidium. La esporodermis en seccion consta de un exosporio con dos capas y un
episporio lacunoso. El analisis con MET ha permitido evidenciar que el episporio esta
integrado por una lamina plegada, que determina grandes espacios y una capa delgada,
lamelar, superficial en Marsilea. En Pilularia y Regnellidium ademds se encuentra una
capa de cordones por debajo de la capa plegada.

Las caracteristicas palinoldgicas son diagnosticas a distintos niveles taxonomicos.
Asi, la morfologia general de las megasporas permite la diferenciacion hasta género de
todos los taxa. Dentro de la familia Marsileaceae, la morfologia general de las
microsporas junto con las caracteristicas del exosporio son diagnésticas a nivel de género.
La forma de las masulas y la presencia de gloquidios en las especies estudiadas de Azolla
permite diferenciarlas de aquéllas de Salvinia.

A nivel de especie son diagnodsticos en Azolla las particularidades de la superficie y
la estructura del episporio de las megasporas y en menor medida, las caracteristicas de los
gloquidios de las masulas. En Salvinia, las megasporas de S. minima pueden diferenciarse
de las otras dos especies que producen esporas por las caracteristicas de la proyeccion
proximal. En Marsilea se puede separar a las especies en dos grupos, de acuerdo a la

morfologia de las papilas proximales de las megasporas.
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En general a pesar de las diferencias en la latitud o altitud de los sitios de coleccion del
material, no se observaron diferencias intraespecificas en la morfologia o estructura de la
esporas. Probablemente esto se deba a la estabilidad del habitat acuatico ocupado por las
Filicophyta heterosporadas, donde el desarrollo de las esporas no se ve afectado por cambios
ambientales.

El episporio lacunoso de las megasporas de todos los géneros estudiados y de las
microsporas de Marsileaceae, asi como la estructura lacunosa de las masulas de Salvinia
podria relacionarse con el incremento la flotabilidad, en el momento en que las esporas o
masulas se liberan en la columna de agua.

De acuerdo a los datos derivados de esta investigacion, la identificacion de las mega-,
microsporas o masulas de las Filicophyta heterosporadas aportarian datos para las
reconstrucciones paleoambientales.

Por otro lado, las caracteristicas morfologicas, estructurales y ultraestructurales de
ambos tipos de esporas de estas familias podrian resultar utiles para comprender el

desarrollo de la heterosporia al compararlas con taxa fosiles relacionados.
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ABSTRACT

This Thesis presents the study of the spores of the Azollaceae, Salviniaceae and
Marsileaceae families that grown in the South Cone of South America. The study area
comprises Bolivia, Southern Brazil (states of Parana, Santa Catarina and Rio Grande do Sul),
Chile, Paraguay, Uruguay and Argentina. These families are unique among the Filicophyta
since they show heterospory and are adapted in various degrees to the aquatic environment.

Firstly, the number of taxa of these families and their distribution within this region
was updated. The distribution was determined based on the existing bibliography and the
revision of the material collection data.

Then, and as the main purpose of this research work, the morphology and structure of
the spores were comparatively analyzed in all the taxa. The organization and external
features of both types of spores and the structure and ultrastructure of their walls were then
recognized.

Dry material from national and foreign herbariums was used. Spores were studied with
different instruments: light microscope, scanning electron microscope and transmission
electron microscope. The material was treated with different protocols depending on the
observation method used.

The Azollaceae family comprises the Azolla genus which is represented by two
species in this area: Azolla cristata Kaulfuss and 4. filiculoides Lamarck. The latter has a
broad distribution from Canada to the most southern areas in Argentina and Chile whereas
the 4. cristata is found from the centre of North America to the provinces of Buenos Aires
and La Pampa (Argentina). The presence of 4. filiculoides was confirmed in the provinces of
Neuquén and Chubut (Argentina).

Palynologically both species show a system comprised by the megaspore and
accessory structures located over the proximal area: collar, column and floats. The length of
the entire system is 427-560 pm. The characteristics of the megaspore surface are different
in each species. In cross section, the sporoderm shows a lacunose exospore and a
two-layered epispore. Both layers of the epispore are lacunose in A. cristata, whereas in A.
filiculoides the inner layer is lacunose and the outer one is compact. The collar and the

column also show a lacunose structure.



Microspores are gathered in massulae which are 100 — 215 um long depending on their
major axis. Massulae have a lacunose structure and glochidia on their surface, which show
particular characteristics in each species. The microspores of both species are 12 —33 pm in
diameter, trilete, spheroidal and have a rugulate surface. The wall in section comprises a
homogeneous and compact exospore.

The Salviniaceae family is represented in the study area by four species: Salvinia
adnata Desvaux, S. auriculata Aublet, S. biloba Raddi and S. minima Baker. The Salvinia
adnata area is restricted to Southern Brazil, the other three species have a sympatric
distribution within the region, in the basins of the big rivers (Parana, Paraguay, Uruguay, de
la Plata) and their southern limit is located in the province of Buenos Aires (Argentina).

In this Thesis spores and massulae of Salvinia biloba and S. minima were first
described and the proximal area of S. auriculata megaspores, whose particularities had not
been previously determined, was described.

According to the research and the published information Salvinia adnata produces
spores which are not developed or are aborted, this is why it is inferred that it would only
survive through vegetative multiplication.

The megaspores in the remaining species are triletes, 180 — 435 um in polar diameter,
of irregularly circular contour in polar view and ovoid in equatorial view. The surface shows
ridges and perforations. The sporoderm consists of a compact exospore and a lacunose
epispore with two strata. In the proximal pole they show a projection made up of an inner
triradiate partition wall and three outer facets. The morphology of this projection is different
in S. minima where the lateral facets are flat.

The microspores are included in spheroidal to ellipsoidal massulae which are145-240
pum long depending on its major axis, of lacunose structure. The microspores in all the
species are triletes, 15-36 um in diameter, spheroidal with rugulate ornamentation. In cross
section the exospore is compact.

The Marsileaceae family is represented in the study area by three genera: Marsilea,
with five species (Marsilea ancylopoda A. Braun, M. crotophora D. M. Johnson, M. deflexa
A. Braun, M. mollis Robinson & Fernald and M. polycarpa Hooker & Greville), Pilularia,
with one species (P. americana A. Braun) and Regnellidium, with the R. diphyllum Lindman

species. Most of the Marsilea species are distributed in the north of the study area, in areas of
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southern Brazil, Bolivia and Paraguay and north of Argentina, whereas M. ancylopoda is
extended up to the Patagonic region in Argentina. Pilularia shows a broad distribution all
over the continent and reaches the Patagonia. Regnellidium is endemic of southern Brazil,
Uruguay and the province of Corrientes (Argentina). The area of distribution of M.
ancylopoda was extended and the presence of this species was confirmed in the provinces of
Entre Rios, Jujuy and La Pampa (Argentina).

The megaspores of this family are ellipsoidal, 253 — 605 um in polar diameter, of
rugulate to reticulated surface, with a proximal papilla with particular features in each genus.
The sporoderm possesses a compact exospore and a lacunose epispore with three layers. The
inner and intermediate layers are made up of threads that are arranged in a characteristic way
whereas the outer layer is lamellar.

The microspores in the three genera are dispersed in units, they are trilete, 33 — 71 pm
in diameter and spheroidal; in Regnellidium they also have a proximal papilla. Their surface
1s verrucate to clavate-pilate in Marsilea and verrucate in Pilularia and Regnellidium. In
cross section the sporoderm consists of a two-layered exospore and a lacunose epispore. The
TEM analysis has confirmed that the epispore is made up of a folded lamella which
determines big spaces and a thin, lamellar and superficial layer in Marsilea. In Pilularia and
Regnellidium there is also a thread formed layer under the folded one.

The palynological features are diagnostic at different taxonomic levels. Thus, the
general morphology of megaspores allows to differentiate even the genus of all the taxa.
Within the Marsileaceae family, the general morphology of microspores and the exospore
features are diagnostic at genus level. The massula shape and the glochidia in the studied
species of Azolla allow to differentiate them from those of the Salvinia ones.

At species level in Azolla the surface and structure features of the megaspore epispore
and to a lesser extent the glochidium features of the massulae are diagnostic in Azolla. In
Salvinia, the S. minima megaspores can be differentiated from the other two species that
produce spores due to the characteristics of the proximal projection. In Marsilea the species
can be separated into two groups depending on the morphology of the proximal papillae of
the megaspores.

In spite of the differences in latitude and altitude of the material collection sites no

intraspecific differences were observed in the spore morphology or structure. This is
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probably due to the stability of the aquatic habitat occupied by the heterosporous
Filicophyta, where the development of the spores is not affected by environmental changes.

The lacunose epispore of the megaspores of all the studied genera and the
Marsileaceae microspores as well as the lacunose structure of the Salvinia massulae could be
associated with the increment of floatability when spores or massulae are released in the
water column.

According to the data derived from this research work, the identification of the mega-,
microspores or massulae of the heterosporous Filicophyta would contribute for the
paleoenvironmental reconstructions.

On the other hand, the morphological, structural and ultrastructural characteristics of
both types of spores of these families could be useful to understand the development of the

heterospory when compared with related fossil taxa.
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1. INTRODUCCION




1.1. Presentacion del tema

El objetivo de esta investigacion es el estudio palinologico de los taxa pertenecientes
a las familias Azollaceae, Salviniaceae y Marsileaceae presentes en la parte austral de
Sudamérica.

Las familias Azollaceae Wettstein, Salviniaceae Lestiboudois y Marsileaceae Mirbel
forman un grupo monofilético, de acuerdo a los recientes estudios filogenéticos de
Rothwell & Stockey, (1994) y Pryer (1999). Seglin los esquemas propuestos por estos
autores Azollaceae y Salviniaceae conformarian un clado, del que Marsileaceae seria un

grupo hermano:

L
i @:}} D
.ﬂ»éh@ E-‘:-'-'{"& "‘-«"}lﬂ} ﬁxﬁ‘% 1&{3 Fig. I. Esquema filogenético de las Filicophyta
%
W X X 2 3 heterosporadas, segiin Rothwell & Stockey (1994)

y Pryer (1999).

Los integrantes de este grupo se distinguen por su adaptacion al medio acuatico o
palustre y por la presencia de heterosporia, caracteres que son considerados derivados
dentro de los helechos.

Los primeros registros de estas familias hallados hasta el momento se remontan al
Cretacico Superior (esporas asignadas a Azollaceae) y al Terciario Inferior (esporas
asignadas a Salviniaceae y Marsileaceae). Debido a su resistencia a las condiciones de
fosilizacion, las esporas restos mas antiguos conservados.

Azolla Lam. es el tnico género de la familia Azollaceae. Tiene una distribucion
amplia, tanto en regiones tropicales como templadas en todo el mundo. Posee solo cuatro
especies, de las cuales dos estan presentes en América (Evrard & Van Hove, 2004).

La familia Salviniaceae incluye un tnico género, Salvinia Ség., caracteristico de

aguas ricas en nutrientes de las regiones tropicales y templadas (Kramer, 1990).



Mundialmente se reconocen alrededor de doce especies. En América se ha reportado la
presencia de ocho de ellas (de la Sota, 2001).

La familia Marsileaceae estéd integrada por tres géneros: Marsilea L., Pilularia L. y
Regnellidium Lindm. Todos ellos estdn presentes en América (Tryon & Tryon, 1982).
Marsilea es el género que comprende el mayor nimero de especies, alrededor de cincuenta,
es cosmopolita y vive tanto en regiones tropicales como templadas. En el sur de
Sudamérica se encuentran cinco especies (Johnson, 1986). Regnellidium es un género
monotipico, con una distribucion restringida a areas del sur de Brasil, Uruguay y el noreste
de Argentina. Pilularia es de distribucion amplia y disyunta. Se lo encuentra en América
del Norte y del Sur, Europa, Australia, Tasmania y Nueva Zelanda (Tryon & Lugardon,
1991). Posee cinco especies, de las cuales una esta presente en el area de estudio.

En los estudios palinologicos llevados a cabo hasta el momento sobre helechos, en
general se ha privilegiado el andlisis de los isosporados, grupo muy diverso y de amplia
distribucion, integrado por plantas de porte conspicuo. Los helechos heterosporados, de
pequeio porte y restringidos a los ambientes acuaticos, han sido en cambio escasamente
coleccionados y estudiados. La falta de atencién a los taxa de Filicophyta heterosporados
ha traido como consecuencia que estén poco representados en las colecciones de herbario.
En muchos casos el material existente se colectd estéril y ha permanecido por afios sin
determinar. Por otro lado, el material fijado es escaso y no existen colecciones
permanentes. Las dificultades planteadas conducen a un cierto desconocimiento de la
diversidad dentro del grupo, de su distribucién y los requerimientos de cada especie.

Los habitats acuaticos o pantanosos ocupados por estos helechos son en general areas
fragiles, cuyo equilibrio puede ser facilmente perturbado, poniendo en peligro la
subsistencia de las especies.

El area de estudio seleccionada es el Cono Sur de Sudamérica, que comprende, segun
de la Sota (1973), la totalidad de Argentina, Chile y Uruguay, Brasil austral (estados de Rio
Grande do Sul, Santa Catarina y Parand), Paraguay y Bolivia (Fig. II).

Esta es una region extensa, compleja y rica desde el punto de vista floristico. Se
caracteriza por la gran variedad de ambientes que la componen, desde areas desérticas o
montafiosas hasta selvas y humedales. Como contribucion al conocimiento de su

diversidad se esta llevando a cabo un proyecto que estudia desde el punto de vista

3



palinologico los helechos iso- y heterosporados que crecen en la region. Dentro de este
marco, el objetivo de esta investigacion es ampliar el conocimiento de los taxa
pertenecientes a las familias Azollaceae, Salviniaceae y Marsileaceae presentes en el area.
Los estudios palinologicos de las Filicophyta heterosporadas dentro de la region son
escasos. La informacion existente pertenece a Floras editadas en las décadas del ‘50 y “60.
Estos datos necesitaban ser actualizados, con datos de viajes de campana realizados

posteriormente, cuyos materiales colectados se encuentran dispersos en diferentes

herbarios.
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Figura II. Area de estudio: Cono Sur de Sudamérica (sombreada en gris).



Hasta el momento, en el area de estudio se han citado las siguientes especies: Azolla
cristata Kaulff., A. filiculoides Lam., Salvinia adnata Desv., S. auriculata Aubl., S.
biloba Rad., S. minima Bak., Marsilea ancylopoda A. Braun, M. crotophora D. M.
Johnson, M. deflexa A. Braun, M. mollis Rob & Fern., M. polycarpa Hook et Grev.,
Pilularia americana A. Braun y Regnellidium diphyllum Lindm. (Johnson, 1986; Ponce,

1996; de la Sota, 2001).

1.2. Antecedentes

1.2.1. Estudios morfologicos, estructurales, ultraestructurales y de desarrollo

Existen varias contribuciones al conocimiento de la palinologia de este grupo,
algunas de ellas de las primeras décadas del siglo XX. Si bien los medios de observacion
utilizados en estos casos han sido superados en la actualidad por la microscopia
electronica, la calidad de la informacion aportada las hace relevantes como fuente de
valiosa informacion sobre el tema.

La morfologia, estructura y aspectos del desarrollo de las mega- y microsporas de
Regnellidium diphyllum fueron descriptos e ilustrados con microscopia Optica por Chrysler
& Johnson (1939).

Bonnet (1955) describid la formacion de las masulas y microsporas de Salvinia
auriculata.

El desarrollo de las esporas de Azolla filiculoides fue estudiado por Bonnet (1957)
utilizando el microscopio Optico. El autor presentd esquemas de los estadios de la
formacion de megasporas, microsporas y las masulas en las que éstas se reunen y
caracteristicas de las paredes maduras de las megasporas.

La estructura de las paredes de las megasporas de las especies de Azolla presentes en
la zona central de Argentina fue estudiada por Di Fulvio (1956), utilizando microscopia
optica. La misma autora amplié posteriormente sus investigaciones a megasporas de
ejemplares de Azolla del resto de América (Di Fulvio, 1961).

Las obras de Pettitt (1966, 1979) iniciaron importantes estudios de desarrollo de las

esporas utilizando microscopia electronica de transmision. El autor trat6 el desarrollo de



las megasporas en Azolla y de mega- y microsporas en especies europeas de Marsilea.
También llevo a cabo investigaciones sobre la ultraestructura de la esporodermis en estos
dos géneros.

Erdtman & Sorsa (1971) realizaron descripciones de las microsporas de Azolla
filiculoides y de especies europeas de Marsilea, presentando ademas esquemas e imagenes
obtenidas con microscopia dptica.

Los aportes de Lugardon (1972, 1974) y Lugardon & Husson (1982) contribuyeron a
la comprension del desarrollo y la organizacion de las paredes de las esporas en los
helechos. Estos autores difundieron el concepto de episporio para la pared externa de las
esporas de las Filicophyta heterosporadas. El término habia sido acufiado por Russow
(1874).

La familia Azollaceae ha recibido particular atencion por sus estructuras
reproductivas, por lo que es, dentro de las Filicophyta heterosporadas, el grupo mejor
conocido. Martin (1976a) analizd la morfologia y estructura de la esporodermis de
megasporas de especies actuales de Azolla, y las comparo6 con especies fosiles asignadas a
este género y con megasporas de Salvinia auriculata actuales. Fowler & Stennett-Wilsson
(1978) realizaron un estudio comparativo de especies de Azolla del Nuevo y Viejo Mundo.
Los autores describieron la organizacion de la megaspora y sus estructuras accesorias,
propusieron una terminologia de uso corriente entre los investigadores de este grupo y
analizaron sus caracteristicas superficiales y la estructura de sus paredes.

Tryon & Tryon (1982) estudiaron las mega- y microsporas de varios taxa de helechos
heterosporados de América Tropical. Estos autores describieron su morfologia y la
estructura de la esporodermis, e ilustraron sus observaciones con microscopia electronica de
barrido.

Perkins et al. (1985) compararon las megasporas de todas las especies actuales de
Azolla y propusieron que la ornamentacion y la estructura de la pared serian caracteres de
valor diagndstico a nivel de especie.

Una obra de referencia obligatoria sobre morfologia y ultraestructura de esporas de
helechos es la de Tryon y Lugardon (1991). Este trabajo cuenta con ilustraciones con

microscopia electronica de barrido y de transmision, aportando por lo tanto detalles



significativos para la comprension de la organizacion y ultraestructura de las esporas en
cada grupo estudiado.

Las mega- y microsporas de la familia Marsileaceae han sido estudiadas por Schneider
& Pryer (2002), utilizando tinciones diferenciales que permiten observar una capa gelatinosa
externa que se evidencia luego de su liberacion. El trabajo incluye algunos de los taxa
comprendidos en la regiéon de Cono Sur. Los autores trabajaron con material de Marsilea
ancylopoda proveniente de México y Ecuador, de M. crotophora de Nicaragua y Bolivia, de
M. deflexa de Costa Rica y Venezuela y M. polycarpa de Panama, las Indias Occidentales,
Colombia y Bolivia. Los ejemplares de Pilularia americana analizados provenian de
Estados Unidos y los de Regnellidium diphyllum, de Brasil.

La morfologia y ultraestructura de las esporas de Azolla cristata, A. filiculoides,
Marsilea ancylopoda, M. mollis y Salvinia minima del Noroeste de Argentina fueron
recientemente estudiadas e ilustradas con microscopia electronica por Gardenal et al.
(2005; 2007). Las megasporas de S. minima fueron descriptas por primera vez en este
trabajo.

Las morfologia y ultraestructura de Salvinia auriculata, S. biloba y S. minima
presentes en el Cono Sur fueron tratadas por Gardenal et al. (2006; 2008). Estos trabajos
presentan el primer andlisis comparativo de la morfologia y estructura de la esporodermis

de las especies, ademas de brindar la primera descripcion de las esporas de S. biloba.

1.2.2. Referencias a aspectos palinologicos del grupo dentro del area de estudio

Burkart (1933), al tratar las Pteridophyta nativas o adventicias de los alrededores de
la ciudad de Buenos Aires, mencion6 la presencia de un posible hibrido entre Azolla
cristata y A. filiculoides, basdndose en caracteristicas vegetativas y de la morfologia de
megasporas y masulas.

Legrand y Lombardo (1958) en su Flora de Uruguay, hicieron referencia a las
masulas de microsporas de Azolla, y emplearon las caracteristicas de sus apéndices
externos como un elemento diagnostico entre dos especies.

De la Sota (1976) citdé en Marsilea mollis de Argentina la presencia dentro de los
microsporangios de esporas normales y ademas de otras esporas de tamafio reducido, a las

que denominé pseudosporas.



Morbelli (1980) en su trabajo sobre las esporas de las Pteridophyta de la region
Patagonica describio e ilustrd con microscopia Optica y electronica de barrido la
organizacion de las agregaciones de microsporas y la morfologia y estructura de las
paredes de mega- y microsporas de Azolla filiculoides.

Cabrera y Zardini (1979) en su Flora de los alrededores de la ciudad de Buenos Aires
utilizaron caracteres de los apéndices externos de las masulas y de la pared de las
megasporas para diferenciar a las dos especies de Azolla presentes en la region.

De la Sota (1985), utilizé en una clave las diferencias en la ornamentacion de las
megasporas para distinguir Azolla filiculoides de A. cristata, para la Flora dela provincia de
La Pampa (Argentina).

Las dimensiones y ornamentacion de mega- y microsporas de las especies de
Marsilea presentes en América fueron brindadas por Johnson (1986). El autor considerd
que las esporas no presentaban caracteres diagnodsticos a nivel especifico y menciond
ademas que la ornamentacion en microsporas es variable dentro de un mismo esporocarpo.

La morfologia y ornamentacion de las esporas de Azolla filiculoides, Marsilea
ancylopoda y Pilularia americana fueron descriptas brevemente e ilustradas con MEB en la

Flora Patagonica (de la Sota et al., 1998).

1.3. Hipotesis

¢ Ladiversidad morfolédgica de la parte reproductiva en este grupo refleja adaptaciones

a condiciones de habitats particulares y diferentes a las del resto de los helechos.

*» Las caracteristicas de la organizacion, morfologia, y ultraestructura de mega- y
microsporas son utiles para diferenciar los taxa.

% La presencia de esporas con caracteristicas que se diferencian de los patrones

morfoldgicos o ultraestructurales habituales para cada especie indica la presencia de

hibridos.



X/
o

La ultraestructura y contraste de los estratos de las paredes de las esporas dan

indicios del origen de los mismos.

1.4. Objetivos

Para desarrollar este estudio se cumplieron las siguientes etapas en el orden establecido,

segun la complejidad y el uso de la informacion derivada de la etapa precedente:

X/
°

X/
°

Actualizar la diversidad de los taxa existentes en la region. Determinar en primer
lugar el numero de taxa que crecen en la region y definir el drea de distribucion de
cada uno de ellos.

Efectuar el analisis detallado de la morfologia general, estructura y ultraestructura
de las paredes de las megasporas y microsporas de estos taxa.

Analizar cudles de las caracteristicas de sus esporas denotan adaptaciones al medio
acuatico o semiacuatico.

Detectar la presencia de hibridos realizando una discriminacion entre organizacion y
caracteristicas estandar de las esporas, y las variaciones encontradas entre ellas.
Analizar en qué medida se podria recurrir a las caracteristicas palinoldgicas para la

determinacion de los taxa a diferentes niveles jerarquicos.



1. 5. Caracteristicas del fendmeno de la heterosporia

Para la identificacion de la heterosporia en un grupo vegetal el evento determinante
es la presencia de gametofitos dioicos, productores de gametangios masculinos o
femeninos.

Para los diferentes autores que se han ocupado del tema, la heterosporia puede
comprender ademas otras caracteristicas. Estas opiniones estdn resumidas en el trabajo de
Bateman & DiMichele (1994), e incluyen fendmenos tales como la presencia de esporas de
dos tamaiios (anisosporia), esporangios dioicos, desarrollo de una sola megaspora y
aborcion de los otros miembros de la tétrade, retencion del gametofio dentro de la megaspora
(endosporia) o retencion de la megaspora en el megasporangio

La deteccion de la heterosporia en fosiles puede inferirse generalmente solo por las
diferencias morfologicas o estructurales de las esporas, ya que la esporopolenina que
compone la esporodermis es resistente a las condiciones del proceso de fosilizacion.

La heterosporia ha sido alcanzada en distintos grupos vegetales a lo largo del tiempo.
Se han podido detectar caracteristicas relacionadas con este fendmeno en Barinophytales
(Zosterophyllophyta) (Pettitt, 1965; Cichan et al., 1984), Lycophyta fosiles y actuales
(Philips, 1979; Hemsley, 1993; Taylor, 1993), Sphenophyta fosiles y actuales (Bateman
1991; Baxter, 1964; Good, 1975; Duckett, 1970); Progymnospermopsida (Andrews et al.,
1974; Pettitt, 1965; Chaloner & Pettitt, 1987) y en las plantas productoras de semillas
(Pteridospermophyta, Gimnospermophyta y Magnoliophyta).

En las Filicophyta la heterosporia es un fendmeno poco comun, o al menos poco
detectado, ya que requiere el estudio del ciclo bioldgico completo, tarea atin no abarcada
para todo el grupo (Bateman & DiMichele, 1994). Las esporas representan para los
helechos la posibilidad de perpetuar la especie, manteniendo la variabilidad genética,
tienen un importante papel en la dispersion y en algunos casos pueden permanecer viables
por muchos afios, logrando el mantenimiento o recuperacion de las poblaciones a lo largo
del tiempo (Estrelles et al. 2001).

Dentro de los helechos se reconoce una heterosporia poco desarrollada en Platyzoma
(Polypodiaceae), donde dos tipos de esporas, con pocas diferencias de tamafio, producen

gametofitos masculinos y otros potencialmente femeninos (Tryon 1961, 1964). En
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Ceratopteris se observan gametofitos dioicos, sin diferencias de tamafio entre las esporas
(Schedlbauer, 1976; Duckett & Pang, 1984), por lo cual podria considerarse una
heterosporia no tan evidente.

Se consideran helechos verdaderamente heterosporados a las familias Azollaceae,
Salviniaceae y Marsileaceae, las cuales producen dos tipos de esporangios, con dos clases
de esporas que produciran gametofitos dioicos, hay endosporia y reduccion del nimero de
megasporas a una sola (Bateman and DiMichele, 1994).

La germinacion de las esporas y la subsiguiente produccion de gametofitos requieren
en todos los helechos de la presencia de agua para llegar a la fecundacion, tanto por la
escasa resistencia a la desecacion de la fase gametofitica como por la necesidad de un
medio liquido que favorezca el desplazamiento de los anterozoides hasta la ovocélula. En
los helechos isosporados terrestres, el gametofito puede variar la proporcion de anteridios y
arquegonios que producird y el momento en que estas estructuras seran desarrolladas de
acuerdo a las condiciones ambientales. La proximidad de poblaciones de gametofitos
provenientes de una misma planta madre, que a menudo pueden comunicarse a través de
sefiales quimicas, aumentan las posibilidades de fecundacion.

Para las familias Azollaceae, Salviniaceae y Marsileaceae el hdbitat acuatico ofrece
un medio estable, donde los procesos de crecimiento del gametofito y la gametogénesis no
se ven afectados por la escasez hidrica. Sin embargo, el movimiento continuo y las
posibilidades de ubicacion espacial dentro de la columna de agua presentan problemas para
el encuentro de las gametas y la fecundacion. En estas familias la formacion de dos clases
de esporangios restringe las posibilidades de producir diferentes tipos de gametangios de
acuerdo a las condiciones del medio. El éxito reproductivo en este grupo dependera

entonces de la estabilidad del ambiente, que es mayor en medios acuaticos o semiacudticos.

11



1. 6. Consideraciones sobre la terminologia empleada para la identificacion
y descripcidn de la esporodermis en el grupo de estudio

Para el estudio de las microsporas y megasporas de las familias Azollaceae,
Salviniaceae y Marsileaceae se han seguido en este trabajo los conceptos propuestos por
Lugardon (1972, 1974) y por Lugardon & Husson (1982) en relacion a las caracteristicas
de las paredes. Para estos ultimos autores existen dos paredes resistentes a la acetdlisis en
estas familias, estas son, de adentro hacia afuera, exosporio y episporio.

El exosporio es una pared continua, constituida por dos capas, una interna delgada y
una externa de mayor espesor, con canales y cavidades en su parte mas profunda.

La pared externa al exosporio, el episporio, presenta caracteristicas particulares, que
la diferencian del perisporio presente en las esporas producidas por los otros helechos. En
ambos grupos, el exosporio es la primera pared en formarse.

El episporio se forma inmediatamente después del exosporio, en forma simultdnea en
todo su espesor, por lo que esta pared no presenta variaciones notables entre esporas en
distintos estadios de maduracion (Lugardon & Husson, 1982). El episporio es una pared
moderadamente elastica, lo que le permite acompaiiar los cambios de volumen sufridos por
la espora sin romperse facilmente. Al observarse con microscopio electronico de
transmision el episporio presenta un contraste semejante al de la parte superior del
exosporio y se encuentra soldado a éste en varios puntos (Lugardon, 1996). Por encima de
las lesuras el episporio presenta siempre algiin tipo de modificacion.

El perisporio se forma luego del exosporio y puede presentar varias capas, de
formacion sucesiva (Lugardon, 1996). Al ser una pared rigida es frecuente la ruptura o
separacion de los elementos que lo componen. La superficie del perisporio depende por lo
tanto del estadio de desarrollo de la pared o de su integridad, ya que podria ser el resultado
de la falta de alguna de las capas externas. Observado con microscopio electronico de
transmision el perisporio presenta un contraste diferente al del exosporio.

En las descripciones de la esporodermis se ha empleado el término “lacunoso”,
aplicado en el sentido de una estructura no compacta, con grandes espacios o cavidades

internas. El término “alveolar” podria ser utilizado en su lugar en algunos casos, pero se ha
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decidido reservar esta denominacion para la estructura de la pared de granos de polen de

Gimnospermas, como propusiera Van Campo (1971).
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2. MATERIALES Y METODOS
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Para cumplir con los objetivos propuestos en esta Tesis, en primer lugar fue
necesario identificar que especies de Filicophyta heterosporadas crecen dentro del area
de estudio. Como parte de la puesta al dia de la diversidad dentro de la region se
determino el area de distribucidon de cada una de ellas. Se obtuvieron ejemplares de las
especies a estudiar y se separ6 el material palinologico. Las esporas se trataron con
diversos protocolos de acuerdo al medio utilizado para su observacion (microscopio
optico, electronicos de barrido y de transmision). Se tomaron mediciones y registros
fotograficos. Finalmente se confeccionaron las descripciones palinoldgicas y se
organizaron las imagenes que resultaron mas informativas en ldminas que ilustraron la

presente Tesis. Los pasos seguidos se detallan a continuacion.

2.1. Taxa presentes en el area de estudio

El numero de especies de Filicophyta heterosporadas que crecen dentro del area de
estudio se precisé en base a una revision bibliografica que incluyo6 la consulta de Floras
regionales, catdlogos y trabajos especificos y al estudio de los especimenes de las
colecciones en diferentes herbarios.

Se sometieron a andlisis las determinaciones existentes y se procedid a la
determinacion del material de herbario no identificado previamente. Para llevar a cabo esta
tarea se utilizd el método tipologico, teniendo en cuenta los caracteres del ejemplar tipo y sus

descripciones originales.

2.2. Area de distribucion de cada taxon

La delimitacion del 4rea de distribucion de cada taxon se realizo en base a los datos de
coleccion de los ejemplares de herbario consultados y a la informacion disponible en la
bibliografia (catadlogos, floras).

En base a estos datos se confeccionaron mapas de distribucion. Se utilizd un mapa
base que contempld la division politica en provincias, departamentos o estados de los paises

incluidos en la region de estudio. Para dibujar las areas de distribucion la presencia de cada
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especie se representd como un punto en cada una de las divisiones del mapa. En la
presentacion final se omitieron las subdivisiones politicas, manteniendo Unicamente los
limites de los paises.

Los mapas presentados pueden considerarse como dreas maximas de distribucion

histérica de las especies.

2.3. Estudio del material

2.3.1. Obtencion de los ejemplares estudiados
Se utilizé material seco proveniente de Herbarios nacionales y extranjeros.
Los herbarios consultados se indican con las siglas correspondientes a las utilizadas

por Holmgren et al. (1990).

BA (Herbario del Museo de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia, Ciudad Auténoma de
Buenos Aires)

BAB (Herbario de INTA Castelar, Prov. de Buenos Aires)

CTES (Instituto de Botéanica del Nordeste, Corrientes)

CTESN (Herbarium Humboldtianum, Corrientes)

LP (Herbario del Museo de Ciencias Naturales de La Plata)

PACA (Instituto Anchietano de Pesquisas/UNISINOS, Sao Leopoldo, RS, Brasil)

SI (Herbario del Instituto de Botanica Darwinion, San Isidro)

En los casos en que los ejemplares de herbario carecian de algunos de los pardmetros
de identificacion se utilizaron las siguientes siglas en las citas del material estudiado:
s.n.  Sin identificacion del colector

s.n’

Sin nimero de ejemplar registrado

s.f. Sin fecha de coleccién precisada

s.l. Sin precision sobre el lugar de coleccion

La lista de ejemplares estudiados se encuentra a continuacion de los resultados

correspondientes a cada especie.
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2.3.2. Tratamiento del material

a- Obtencion de las esporas

Los especimenes estudiados fueron observados con microscopio estereoscopico para
reconocer las estructuras reproductivas. El procedimiento para separar el material fértil fue
diferente, seglin las caracteristicas de cada grupo.

Asi, en los ejemplares de la familia Marsileaceae se separaron los esporocarpos
maduros, identificados por la ausencia de pelos, caracteristicos de estadios mas tempranos
del desarrollo. Los esporocarpos fueron colocados en agua destilada hasta el inicio del
ablandamiento de la pared. Luego se escarificaron utilizando un bisturi y se mantuvieron en
agua destilada hasta su apertura y posterior liberacion de las esporas. Las megasporas y
microsporas se manipularon utilizando un pincel fino.

En Azolla y Salvinia los megasporangios se colocaron en agua destilada durante 30
minutos y luego bajo observacion en el microscopio estereoscopico se separaron las
megasporas de la pared del megasporangio utilizando agujas de diseccion. Los
microsporangios se colocaron en agua destilada durante 30 minutos, luego la pared se
desgarrd con la ayuda de agujas de diseccion, con el fin de liberar las mésulas de su interior.
Las megasporas y masulas se manipularon utilizando un pincel fino.

Las megasporas de Salvinia minima y las masulas de Salvinia auriculata fueron

separadas de la pared del esporangio haciéndolas rodar suavemente sobre cinta bifaz.

b- Estudio con Microscopio Optico

Las observaciones se realizaron sobre material sin tratamiento quimico previo. En el
caso de megasporas y masulas de Salvinia, se utilizé la técnica de acetolisis de Avetisian
(1950). Este procedimiento se realizd de la de la siguiente manera: en un portaobjetos
excavado se colocaron las esporas a tratar y se depositaron una o dos gotas de solucién
acetolitica. Luego se calentaron sobre llama durante 1 6 2 minutos, cuidando de que no
llegara a ebullicion.

En todos los casos las esporas fueron montadas en portaobjetos con gelatina-glicerina
o0 en portaobjetos excavados con glicerina. Las observaciones se realizaron en microscopios

Olympus BH-B, Olympus BH-2 y Nikon E-200.
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c- Estudio con Microscopio Electronico de Barrido

Las esporas no recibieron ningin tratamiento previo a la observaciéon con MEB.
Fueron montadas con la ayuda de agujas histologicas o pinceles finos sobre cinta bifaz en
tacos portaespecimenes de bronce y bafiadas con oro para su observacion.

Las megasporas de todos los taxa, asi como las masulas, fueron seccionadas bajo
observacion en el microscopio estereoscopico utilizando hojas de acero o bisturi.

En microsporas de Marsileaceae las esporas liberadas en el agua destilada se retiraron
con un pincel fino, se colocaron sobre una superficie absorbente y se dejaron expuestas al
aire. Posteriormente se transfirieron a la cinta bifaz con un pincel. En algunos casos este
tratamiento ocasioné la fractura espontanea de la pared, permitiendo el estudio de la
estructura.

Las observaciones se realizaron con un microscopio JEOL JSM-6360LV en el
Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido de la Facultad de Ciencias Naturales y

Museo, Universidad Nacional de La Plata.

d- Estudio con Microscopio Electronico de Transmision

El material seco proveniente de herbarios fue tratado utilizando la metodologia
propuesta por Rowley & Nilsson (1972) como sigue: se realiz6 una hidratacion con buffer de
fosfato con 1% Alcian Blue (AB), posteriormente el material fue fijado con glutaraldehido +
1% AB en buffer de fosfato por 12 horas, lavado con buffer de fosfato y postfijado con 1%
OsO4 en agua + 1% AB en buffer fosfato. Las esporas se deshidrataron en serie de acetona
(30%, 50%, 80%, 100%) y luego se incluyeron en resina Spurr de dureza media (Spurr,
1969).

Se realizaron cortes semifinos para andlisis, medicion y registro panordmico de
megasporas y microsporas con microscopio optico. Para estos fines los cortes de 3 pm de
espesor se tifieron con azul de toluidina 0 a pH 4,5. Los cortes finos obtenidos con
ultramicrotomo para observacion con MET se montaron sobre grillas de oro u acero
inoxidable y fueron tratados con acetato de uranilo por 15 minutos, seguido por citrato de

plomo por 3 minutos.
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Los cortes delgados fueron analizados en los microscopios Zeiss EM 109-Turbo y
Zeiss EMI0 C en el Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios

(LANAIS/CONICET) de la Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Buenos Aires.

e-Mediciones

Las mediciones de las mega-, microsporas y masulas se efectuaron al microscopio
optico sobre un numero minimo de 20 de cada ejemplar examinado.

La estimacion de las medidas a nivel estructural se realizd sobre registros de fracturas
o cortes obtenidos con microscopio electronico de barrido, sobre no menos de cinco esporas
estudiadas de cada ejemplar examinado.

La estimacion de medidas a nivel ultraestructural fue llevada a cabo sobre registros
obtenidos con microscopio electronico de transmision con aumentos de 2500x - 90000 x
sobre muestras tomadas en uno o dos ejemplares examinados por taxon. En las megasporas
de Pilularia americana se realizaron observaciones con la modalidad de bajo aumento, a

300x.

f- Conservacion de los preparados

Los preparados para estudio con microscopia Optica, los tacos de bronce para
microscopia electronica de barrido y las grillas metélicas con cortes finos efectuados con
ultramicrotomo y tefiidos para estudios con microscopia electronica de transmision se
conservan bajo su nimero de colector o de herbario correspondiente en la Coleccion de la
Céatedra de Palinologia de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la Universidad

Nacional de La Plata.

2.4. Tlustraciones

Las ilustraciones se realizaron en base a fotografias obtenidas con los distintos medios
de observacion utilizados. Las imagenes con microscopia Optica se obtuvieron con una
camara digital Nikon Coolpix S10 en microscopio Nikon E-2000.

Las imagenes al microscopio electronico de barrido se obtuvieron digitalmente con el

equipo fotografico del microscopio JEOL JSM-6360LV del Laboratorio de Microscopia
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Electronica de Barrido de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional
de La Plata.

Las iméagenes del microscopio electrénico de transmision se obtuvieron con la camara
de 35 mm incluida en los microscopios Zeiss EM 109-Turbo y Zeiss EM10 C del
Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios (LANAIS/CONICET) de la Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de Buenos Aires. Se utilizd pelicula positiva Kodalith y
Kodak 5302.

Las fotografias se organizaron en laminas utilizando el programa Corel Draw 12.

2.5. Terminologia

En las descripciones de la morfologia de las esporas se sigui6 en general la terminologia
propuesta por Erdtman (1960). Para el analisis de la estructura de las paredes de las esporas
se siguid la terminologia propuesta por Lugardon (1972, 1974), Lugardon & Husson
(1982) y Tryon & Lugardon (1991).

Para ciertas caracteristicas particulares de la morfologia de las megasporas del grupo
estudiado se han utilizado términos definidos por otros autores, los cuales se aclaran en las

secciones correspondientes del texto y en el Glosario.
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3. RESULATDOS Y DISCUSION
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3.1. AZOLLACEAE
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3.1.1. Consideraciones generales

Esta familia posee un solo género, Azolla Lam., ampliamente distribuido en el
mundo. En el presente trabajo se ha adoptado el esquema taxonémico de Evrard & Van
Hove (2004), quienes revisaron la bibliografia existente referida a las especies de Azolla
presentes en América y concluyeron que podian determinarse solamente dos especies:
Azolla filiculoides Lam. y A. cristata Kaulff. Un estudio filogenético reciente (Metzgar et
al., 2007) confirma el status de esta familia como grupo monofilético. Son plantas
acuaticas flotantes, de muy pequefio porte. Su habitat son los cuerpos de agua con baja
energia, como lagunas, estanques, charcas o areas de remanso en rios y arroyos.

Los primeros registros fosiles asignados al género pertenecen al Cretacico superior.

Azolla ha sido objeto de numerosos estudios principalmente por su aplicacion
agricola. La introduccion de poblaciones de Azolla se utiliza en las plantaciones de arroz
como fertilizante, principalmente en Asia. Esta practica se fundamenta en la asociacion
simbiotica de Azolla con la cianofita Anabaena azollae, fijadora de nitrégeno (Moore,
1969).

De acuerdo al esquema taxondmico de Saunders & Fowler (1993) el género Azolla
se subdivide en dos subgéneros, Azolla y Tetrasporocarpia. El subgénero Azolla incluye
dos secciones: Azolla y Rhizosperma. Las especies americanas de Azolla se ubican dentro
del subgénero Azolla, seccidon Azolla. Esta seccion se caracteriza por las megasporas con
tres flotadores y las masulas con gloquidios de extremos en forma de ancla.

La determinacion a nivel especifico dentro del género no es sencilla, debido al
reducido tamafio del esporofito. En general se reconoce que los caracteres diagnosticos
serian los tricomas foliares, la superficie de las megasporas y las caracteristicas de los
gloquidios. Hasta el momento se discute si alguno de estos caracteres puede considerarse
diagnostico tomado individualmente (Evrard & Van Hove, 2004). Metzgar et al. (2007)
consideran que en América se encuentran mas de dos especies, éstas serian: 4. filiculoides,
A. carolinina, A. mexicana 'y A. microphylla, si bien las tres Ultimas pertenecerian a un

complejo y estarian estrechamente relacionadas.
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Los estudios sobre las especies americanas se ven dificultados ademas porque mucho
del material de herbario no esta correctamente determinado (Evrard & Van Hove, 2004;
Metzgar et al., 2007).

Bonnet (1957) analizd en Azolla filiculoides las estructuras vegetativas y
reproductivas, incluyendo estudios de desarrollo de mega- y microsporas y de
embriogénesis.

Di Fulvio (1956, 1961) estudié con microscopia dptica la morfologia y estructura de
las megasporas de las especies de Azolla presentes en América. La autora sefialo la
presencia de ejemplares que presentaban combinaciones de caracteres que eran
considerados diagndsticos para cada una de las especies, y sugirid que podria tratarse de
hibridos interespecificos.

Las caracteristicas morfologicas y ultraestructura de la pared de las megasporas de
Azolla filiculoides y la morfologia de las megasporas de A. cristata fueron observadas con
MO y MEB por Martin (1976a).

Fowler & Stennett-Willson (1978) estudiaron la morfologia y ultraestructura de las
megasporas de Azolla microphylla, (= A. cristata) de Honduras y de Azolla filiculoides,
provenientes del Reino Unido. Estos autores propusieron términos para describir las partes
de las megaspora y sus estructuras accesorias.

Morbelli (1980) describié las megasporas, microsporas y masulas de Azolla
filiculoides de la region patagonica (Argentina) con MO y MEB.

Tryon & Tryon (1982) describieron brevemente e ilustraron con MEB las
megasporas y masulas de las especies de Azolla que se encuentran dentro de la region de
estudio.

De la Sota (1985) enumerd las especies de Azolla presentes en la provincia de La
Pampa (Argentina) y utilizd caracteres de la superficie de las megasporas y apéndices de
las mésulas en una clave para determinarlas.

Perkins et al. (1985) realizaron el estudio comparativo de las megasporas de todas las
especies de Azolla reconocidas hasta ese momento. Analizaron con MEB la superficie y
estructura de la esporodermis y concluyeron que ambos caracteres podrian ser de valor

taxondmico.
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Dunham & Fowler (1987) analizaron con MEB algunas caracteristicas del sistema de
la megaspora (superficie, estructura de la esporodermis) y de las masulas (superficie y
particularidades de los apéndices) con la finalidad de detectar caracteres diagnosticos a
nivel especifico. Para estos autores, algunos ejemplares presentarian caracteres
intermedios entre los de las especies reconocidas, y podrian ser hibridos interespecificos.

Tryon & Lugardon (1991) analizaron al MEB las mega- y microsporas de Azolla
filiculoides, sobre material proveniente de Uruguay y Brasil. Ademds incorporaron
estudios de ultraestructura y desarrollo de las esporas de esta especie al MET, con material
de Francia.

Las megasporas presentan una gran complejidad morfologica, con una serie de
estructuras ubicadas sobre la cara proximal: collar, columna y flotadores. A este conjunto
se lo ha denominado en trabajos previos “aparato de la megaspora” (Hall, 1974; Fowler &
Stennett-Willson, 1978; Saunders & Fowler, 1993) o “complejo de la megaspora” (Sweet
& Chandrasekharam, 1973).

La terminologia utilizada en esta Tesis para describir la pared de las megasporas de
Azolla se compara con la empleada por otros autores con el fin de facilitar el

reconocimiento y de contrastar los resultados (Tabla 1).

Azollaceae Wettstein, Handb. Syst. Bot. 2:77. 1903
Azolla Lamarck, Encycl. Méthod. Bot. 1: 343, 1783.
Especie tipo: Azolla filiculoides Lam.

Plantas acudaticas pequeias, flotantes, usualmente formando carpetas en aguas
calmas. Rizomas cortos, sifonostélicos, con raices numerosas. Frondes bilobadas, el lobulo
superior fotosintético, flotante y el inferior hialino, sumergido, con cavidades abaxiales que
contienen a la cianofita Anabaena. Soros cortamente pedicelados, ubicados en el 16bulo
inferior de la fronde, encerrados por un indusio, conteniendo un megasporangio o varios
microsporangios. Los megasporangios contienen una sola megaspora trilete, con estructuras
accesorias: columna, collar y flotadores. Los microsporangios contienen microsporas triletes
(8 a 24) reunidas en masulas. Descripcion adaptada de Tryon & Tryon (1982) y de Cabrera 'y
Zardini (1993).
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3.1.2. Organizacion general

Complejo de la megaspora

En Azolla se observa un sistema complejo, integrado por la megaspora en la parte
basal, el collar, una columna central y flotadores en su parte media y una proyeccion apical,
que frecuentemente esta expandida en forma de embudo (Figura III).

Sobre la cara proximal de la megaspora se encuentra un reborde, generalmente
denominado collar, que sigue el contorno de la megaspora. Este posee tres elevaciones
dispuestas simétricamente hacia su parte superior. Por encima del collar, y en posicion
central se encuentra una proyeccion conica o piramidal denominada columna, de estructura
lacunosa. La superficie de la columna esta cubierta por cordones. En el &pice de la columna
se encuentra una estructura que se dispone en forma de embudo, constituida por cordones
entrelazados. Una porcion de la pared del megasporangio, de consistencia membranosa,
queda con frecuencia adherida al 4pice de la columna cuando la megaspora se separa del
megasporangio. Los flotadores, en numero de tres, son de contorno circular a oval y
superficie perforada; se encuentran sobre el collar, dispuestos simétricamente alrededor de
la columna. Los flotadores estan unidos a la columna central por medio de cordones en la
parte superior de su cara interna. En su parte basal se apoyan y son retenidos por el margen

superior del collar.
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Parie apical
da la columna

Flodador

Columna

Collar

Meagaspara

Figura III. Partes que integran el complejo de la megaspora. Izq.: fotomicrografia al MEB.
Escala: 100 um. Der.: megaspora en seccion, fotomicrografia al MO. Escala: 100 pum.

Azolla cristata (Capurro 56461).

Masulas y microsporas

Dentro de cada microsporangio se encuentra un nimero variable (4 - 9) de masulas.
Cada maésula (Figura IV) contiene un niimero variable de microsporas (8 — 24), y actua
como una unidad de dispersion. En la superficie de la mésula se encuentran los gloquidios.
Estos constan de un cuerpo alargado, mas angosto hacia su base, con un apice con
expansiones en forma de ancla (Figura V). Debajo del apice, el cuerpo del gloquidio posee
un ensanchamiento. La estructura de la masula es lacunosa, con alvéolos de diferentes

dimensiones; dentro de algunos de estos alvéolos se alojan las microsporas.
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Figura IV. Masula observada con MEB. Esquema de las medidas tomadas
en el cuerpo de la masula: Eje A: longitud; eje B: altura. Uno de los
gloquidios estd indicado (flecha). Escala: 20 um. Azolla filiculoides (Job
1358).

Figura V. Parte apical de un gloquidio. Se observa parte del cuerpo (C) y el
apice (A). Por debajo del &pice se observan un ligero ensanchamiento del

cuerpo (flecha). Escala: 5 um. Azolla filiculoides (Meyer 4131).
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3.1.3. Azolla cristata

Azolla cristata Kaulfuss, Enum. Fil.: 274, 1824.
Tipo: Guyana, Demerary, (in herb. Kaulf. M.)
Azolla caroliniana auct. non Willd.
Azolla microphylla Svenson non Kaulf., Am. Fern J. 34: 82 - 84, 1944
Azolla portoricensis Spreng., Syst. Veg. 1: 9, 1827.
Azolla mexicana K. Presl., Abh. Bohm. Ges. Wiss. V, 3: 150, 1845.

Sistema de la megaspora (Lam. 1; 1am. 2; 1am. 3; [am. 5, fig. A)
El sistema de la megaspora posee una longitud total de 427 — 560 um (Lam. 1; lam. 2, figs. A
—D; lam. 3, fig. A).

Las esporas son triletes, de 165.8 — 188.6 um de diametro polar y 235.5 — 354.8 um
de didmetro ecuatorial. En vista ecuatorial la cara distal es hemisférica y la cara proximal es
convexa (Lam. 3, fig. A). La superficie es reticulada (Lam. 2, figs. E-G) y este reticulo
forma lomos en la cara distal (Lam. 2, figs. C, D). A través de ciertos limenes emergen

largos cordones de seccion circular, de 0.8 um de diametro.

Esporodermis (Lam. 3, fig. B; lam. 5, fig. A)

Exosporio: es de 4.5 um de espesor. En las fracturas observadas al MEB es de aspecto
compacto. Al TEM (Lam. 5, fig. A) se observa que la estructura es lacunosa en todo su
espesor, en algunos lugares mas compacta, constituida por cordones fusionados. En algunos
puntos se observa una continuidad entre estos cordones y los del episporio interno (Lam. 5,

fig. A).

Episporio: Tiene un espesor total de 9 - 17 um y esta integrado por dos capas (Lam. 3, fig. B;
lam. 5, fig. A).

La interna es de 4.3 — 6.8 pm de espesor, de estructura lacunosa. Al MET se observa
que esta formada por cordones semejantes a los que constituyen el exosporio, pero de menor
diametro (100 — 200 nm), unidos de manera mas laxa. En su extremo distal los elementos de

esta capa se continuian con los de la capa externa de la misma pared.
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El episporio externo tiene un espesor de 4.5 — 9.7 um. Estd formado por gruesos
cordones que se ramifican hacia la superficie, fusionandose a diferentes niveles.

En seccion se observa que hay cordones mas delgados, de 0.8 um de diametro, que
emergen atravesando los espacios entre los elementos estructurales del episporio externo.
Los cordones podrian ser las estructuras observadas en la parte mas profunda del episporio

externo, de seccion circular (Lam. 3, fig. B; lam. 5, fig. A).

Estructuras accesorias (Lam. 1; lam. 2, figs. A — D; lam. 3, figs. A, C, D, F)

El collar est4 ubicado sobre el area proximal de la megaspora, es de 62.8 — 90.4 um de altura
y su superficie es rugulada (Lam. 2, figs. A- D). En seccion (Lam. 3, figs. A, C) se observa
que su estructura es lacunosa. En el area sobre la cual se apoyan los flotadores, la superficie
del collar esta cubierta por cordones.

La columna se encuentra sobre la parte central del collar, es 136 um de alto, de
estructura lacunosa (Lam. 1; lam. 3, figs. A, D) con cordones en su periferia. En la seccion
vista con MO (Lam. 1), en el interior de la columna se observan espacios que configuran un
canal central a lo largo de la estructura. El extremo apical de la columna estd formado por un
conjunto de cordones entrelazados (Lam. 1; lam. 2, fig. A).

Los flotadores, en numero de tres, se disponen simétricamente alrededor de la columna
central. La base de los flotadores queda apoyada sobre el margen del collar. Son de contorno
oval, de 135-190 um de alturay 81.9 — 150 pum de ancho (Lam. 1; 1am. 2, figs. A - D; 1am. 3,
figs. A,C, F). En seccion, son de estructura lacunosa. La superficie de los flotadores presenta
escasas perforaciones (Lam. 3, fig. A) y cordones que los conectan con la columna central

(Lam. 3, fig. F).

Masulas (Lam. 4)

Se encuentran entre 4 y 8 masulas por microsporangio. Poseen una cara plana que se
encuentra orientada hacia el interior del microsporangio y una cara convexa ubicada hacia la
superficie (Lam. 4, figs. A, B). Sonde 97.5 - 165 um de altura y 150 —212.5 um de longitud.
Su superficie es verrucosa-baculada, con perforaciones (Lam. 4, figs. C, D), sobre ella se
encuentran gloquidios, localizados principalmente en la cara aplanada de la masula (Lam. 4,

figs. B, E). La longitud total de los gloquidios es de 62.5 - 90 um, el pie de los gloquidios
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posee de tres a ocho septos y se ensancha lateralmente antes del extremo, que tiene forma de
ancla (Lam. 4, fig. E).

En seccion, la masula posee una o dos cavidades centrales de mayor tamafio y otras
numerosas, menores, en la periferia. Dentro de algunas de las cavidades periféricas se alojan

las microsporas, en numero de 8 a 24 por masula (Lam. 4, fig. E).

Microsporas (Lam. 4, fig. F; 1am. 5, figs. B—D)
Son triletes, esferoidales, de 13 - 33 um de diametro (Lam. 5, fig. B). Cada lesura es de 6 — 9
um de longitud. La superficie es rugulada (Lam. 4, fig. F).

Esporodermis (Lam. 5, figs. B — D)

Exosporio: en los cortes observados al MET se observa un margen irregular; el espesor es de
0.6 — 1 um (Lam. 5, figs. B — D). En seccion presenta una capa interna delgada, fuertemente
osmiofilica y una capa externa con numerosos canales con contenido osmiofilico,
anastomosados, dispuestos en forma de arcos (Lam. 5, fig. D). En la lesura el exosporio llega
a un espesor de 1.5um (Lam. 5, figs. B, C). En los sectores distal y ecuatorial de la
microspora se observa que el exosporio esta soldado en algunos puntos a la estructura
lacunosa de la mésula. En la parte proximal el exosporio esta separado de la masula, aunque

hay elementos de ésta adheridos a la lesura (Lam. 5 fig. C).

Observaciones: En los ejemplares analizados se han observado variaciones en las
caracteristicas del reticulo que constituye la estructura y la escultura de la pared de las
megasporas. Se observo una variacion en el grosor y altura de los muros y en la densidad y
distribucion de los cordones que se encuentran en la superficie (Lam. 2, figs. E — G).

En el ejemplar Tur 1372 se observaron masulas sin una cavidad principal, sino
compuestas por alvéolos aproximadamente isodiamétricos. Estas masulas poseen gloquidios

sin septos.

Distribucion
La especie es de amplia distribucion en América, desde el centro de Estados Unidos,

América Central y del Sur, llegando su limite austral hasta las provincias de Buenos Aires y
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La Pampa (Argentina). La presencia de esta especie se registra desde el nivel del mar hasta
alturas de 3500 a 4000 m s. m. en Cochabamba (Bolivia). En el Cono Sur la especie se ha
citado en las siguientes regiones (Fig. VI):

Argentina: provincias de Jujuy, Salta, Chaco, Catamarca, Tucuman, Santa Fe, Mendoza
Buenos Aires, La Pampa.

Bolivia: departamentos de La Paz, Santa Cruz, Cochabamba.

Brasil: estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul.

Paraguay: departamentos de Chaco Paraguayo, Boqueron, Presidente Hayes, Neembucu.

Uruguay: departamento de Montevideo.

Material estudiado:

ARGENTINA: Catamarca, Rio de Guayamba, 01/08/1924, Venturi 3470 (BAB).Chaco,
Fontana, 06/1931, Meyer 23 (SI). Dto. Tapenaga, s.f., Rodrigo 2415 (LP). Corrientes, Dto.
Mburucuyd, Ea. Sta. Teresa, 28/11/1951, Pedersen 1357 (LP). Mendoza, Ea. El Sosneado,
23/01/1943, Barttett 19461 (SI). Santa Fe, Dto. Vera, Las Gamas, 23/09/1983, Gamerro
27683 (SI). Dto. Vera, Las Gamas, 09/1924, Herter 71350 (SI). Dto. Capital, Lag. Los
Espejos, 27/11/1970, Tur 1372 (LP). Salta, Tartagal, camino a San Pedro, km 6, 25/03/1954,
Capurro 56461 (BA).

BRASIL: Rio Grande do Sul, s.1., 1906, Rosenstock 229 (SI).

PARAGUAY: Chaco, Isla Poi, 08/1934, Rojas 7014 (SI). Pto. Buenos Aires, sector
Pilcomayo, 09/1938, Rojas 8341 (SI).

URUGUAY: Montevideo, Ao. Carrasco, 12/1924, Herter s.n° (SI)
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LAMINA 1. Seccion del sistema de la megaspora de Azolla cristata Kaulf., observado con

MO

A- En la parte inferior de la fotomicrografia se observa la megaspora (Me), en la pared
se observan el exosporio (E) parcialmente contraido en la parte proximal y el
episporio (Ep). Sobre el area proximal de la megaspora se encuentra el collar (puntas
de flecha transparentes). La columna (C) presenta estructura lacunosa, con espacios
que determinan un canal (puntas de flecha) y con cordones sobre su superficie y en el
apice (flechas). Sobre el collar y alrededor de la columna se encuentran los flotadores
(asteriscos), solo dos de ellos son visibles en la imagen. Escala: 100 um. Coloracion:

Azul de Toluidina. Capurro 56461 (BA)
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Lamina 2
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LAMINA 2. Sistema de la megaspora de Azolla cristata Kaulf. observado con MEB.

Las fotomicrografias de los sistemas de la megaspora se encuentran a la misma escala, para
hacer comparables sus dimensiones. Las imagenes de la superficie de las megasporas
también se encuentran a una misma escala.

A- Sistema de la megaspora. La superficie de la megaspora es reticulada. Sobre la parte
proximal de la megaspora se observa el collar (punta de flecha), dos de los flotadores
(asteriscos) y el apice de la columna, formado por cordones (flecha). Escala: 100 um.
Capurro 56461 (BA).

B- Megaspora con dos masulas adheridas (M). La superficie de la megaspora es
reticulada. Sobre el polo proximal de la megaspora se encuentran las estructuras
accesorias: el collar (punta de flecha), uno de los flotadores (asterisco) y hacia el
extremo se observa el 4pice de la columna (flecha), formado por cordones y con
restos de la pared del megasporangio adheridos. Escala: 100 um. Rojas 8341 (SI).

C- Sistema de la megaspora. La megaspora presenta una superficie reticulada, con
lomos en el polo distal (doble flecha) y esta cubierta por cordones. Sobre la cara
proximal de la megaspora se observan las estructuras accesorias: el collar (punta de
flecha), cubierto por cordones, dos de los flotadores (asteriscos) y la parte apical de la
columna replegada sobre los flotadores (flecha), cubierta por los restos de la pared
del megasporangio. Escala: 100 pm. Tur 1372 (LP)

D- Sistema de la megaspora. La megaspora presenta una superficie reticulada y lomos
en el polo distal (doble flecha). Se observan las estructuras accesorias: el collar
(punta de flecha) cubierto por cordones, dos de los flotadores (asteriscos), con
numerosos cordones en su superficie interna y hacia la zona apical, parte de la pared
del megasporangio adherida (flecha). Escala: 100 um. Tur 1372 (LP).

E- Detalle de la superficie reticulada de la megaspora de la fig. A, los muros que
conforman el reticulo son delgados y entre ellos quedan determinados limenes de
diferentes didmetros. Hay cordones que emergen a través de algunos de los limenes.
Se observan ademas cuerpos esféricos distribuidos irregularmente. Escala: 10 um.
Capurro 56461 (BA).

F- Detalle de la superficie de la megaspora en el ejemplar de la fig. B. La superficie es

reticulada, los muros que conforman el reticulo se disponen en un mismo plano. En
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este caso los muros son de mayor grosor que los que se observan en la fig. E. Se
observan cordones que emergen a través de algunos lumenes. Escala: 10 um. Rojas
8341 (SI).

G- Detalle de la superficie de la megaspora del ejemplar de la fig. C. La superficie es
reticulada, con muros de grosor intermedio en relacion a los que se observan en las
figs. E y F. Se observan cordones, que atraviesan los limenes del reticulo. Escala: 10

um. Tur 1372 (LP).
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LAMINA 3. Sistema de la megaspora de Azolla cristata Kaulf. observado con MEB

A- Sistema de la megaspora en seccion. Sobre la cara proximal de la megaspora se
observan las estructuras accesorias: collar (punta de flecha), columna (estrella) y dos
de los flotadores (asteriscos), uno de ellos mostrando la superficie con perforaciones
y el otro, ubicado hacia la derecha de la imagen, en seccion, mostrando la estructura
interna lacunosa. Areas de los recuadros 1 y 2 ampliadas en las figs. C y D. Escala:
50 um. Capurro 56461(BA).

B- Megaspora, seccion de pared. El exosporio (E) esta separado del episporio, y se
observa su superficie hacia la parte inferior de la imagen. En el episporio interno
(Ep1) se observan espacios y el episporio externo (Epe) presenta cordones de
diferentes didmetros que se fusionan en distintos niveles y se disponen en forma mas
compacta hacia el exterior. Escala: 5 um. Rojas 8341 (SI).

C- Detalle de la megaspora de la fig. A, area en el recuadro 1. En la parte inferior
derecha de la imagen se observa un sector de la megaspora, parte del collar (punta de
flecha), parte de la columna (estrella) y las partes media e inferior de uno de los
flotadores (asterisco). El exosporio (E) esta separado de las estructuras accesorias
sobre el polo proximal de la megaspora. La columna es de estructura lacunosa y se
observan cordones (flecha) en su periferia. Escala: 20 um. Capurro 56461 (BA).

D- Detalle de la megaspora de la fig. A, area en el recuadro 2. En la parte inferior
derecha de la imagen se observa un sector de la megaspora, con el exosporio (E). Por
encima, se observa una porcion de la columna (estrella) y la parte basal de dos de los
flotadores (asteriscos). La columna es de estructura lacunosa y en su periferia hay
cordones (flecha). El flotador ubicado a la derecha presenta perforaciones y cordones
en la superficie. Escala: 20 pm. Capurro 56461 (BA).

E- Detalle de un sector de la fotomicrografia de la Lam. 2, fig. B. En el sector inferior, a
la derecha se observa parte de una masula (M) con gloquidios que se entrelazan por
su extremo (flechas) con los cordones de la superficie de la megaspora (Me). Escala:
10 um. Rojas 8341 (SI).

F- Detalle de un sector del sistema de la megaspora ilustrada en la Lam. 2, fig. D. Se

observa parte del collar (punta de flecha), cubierto por cordones y por encima uno de
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los flotadores, con cordones sobre su superficie interna (flecha). Escala: 20 um. Tur

1372 (LP).
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LAMINA 4. Microsporangio y masulas de Azolla cristata Kaulf., observados con MEB

A-

Microsporangio seccionado, su pared de superficie reticulada puede verse hacia la
izquierda de la imagen (punta de flecha). En el interior del microsporangio se
observan dos masulas. Los gloquidios se ubican en las superficies de ambas mésulas
orientadas hacia el centro del microsporangio y también se observan gloquidios que
han sido seccionados por debajo del margen de la pared del microsporangio, en los
cuales se evidencia su estructura hueca (flechas). La mésula de la derecha puede verse
en seccion, mostrando la estructura interna lacunosa. Escala: 50 ym. 7ur 1372 (LP).
Masula con la cara interna orientada hacia abajo. La mayoria de los gloquidios se
ubican sobre esta cara y hay solo tres en la cara externa (flechas). Escala: 50 um. Tur
1372 (LP).

Detalle de la superficie de la masula, verrucosa-baculada, con perforaciones. Escala:
5 um. Tur 1372 (LP).

Detalle de la superficie de una masula de otro ejemplar, con varios gloquidios (puntas
de flecha), con el cuerpo no septado. Se observan verrugas, perforaciones y procesos
delgados (flechas negras), algunos de ellos con extremos semejantes a las cabezas de
los gloquidios, en forma de ancla (flecha blanca). Escala: 10 um. Tur 1372 (LP).
Masula seccionada. En la superficie se encuentran gloquidios, en el cuerpo de algunos
de ellos son visibles los septos (flecha). La mésula posee dos grandes cavidades
centrales y numerosos alvéolos periféricos. En uno de estos alvéolos se aloja una
microspora (punta de flecha). Escala: 50 pm. Capurro 56461 (BA).

Detalle de la microspora observada dentro de la mésula en la fig. E. La microspora
esta seccionada, y se observa la superficie del exosporio (E), rugulada. Escala: 2 um.

Capurro 56461 (BA).
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LAMINA 5. Megasporas (fig. A) y microsporas (figs. B — D) de Azolla cristata Kaulf.,

observadas con MET. Figs. A- D: Capurro 56461 (BA)

A-

Megaspora, seccion de pared. El exosporio (E) estd formado por cordones
fusionados, dejando espacios de diametros variables. La estructura del episporio
interno (Epi) esta conformada por elementos semejantes a los del exosporio,
fusionados de manera mas laxa. Algunos de los elementos de esta capa se fusionan
con los cordones del exosporio o con los del episporio externo (flechas). El episporio
externo (Epe) esta conformado por cordones de mayor grosor unidos entre si. En la
parte inferior de esta capa y sobre la superficie se observan estructuras circulares
(puntas de flecha) que podrian ser los cordones observados en la superficie de las
megasporas, seccionados. Escala: 2.5 um

Sector de una masula donde se observan tres microsporas, con exosporio (E) y la
estructura lacunosa de la masula, rodeando a las microsporas (puntas de flecha). En
el area de la lesura (flecha) el exosporio esta engrosado y separado de la masula.
Escala: 2 pm

Microspora, detalle del area abertural. Se observa que una parte desgarrada de la
masula (punta de flecha) est4 adherida al exosporio (E). Escala: 1 um

Microspora, detalle de la pared. Se observa el exosporio (E), con canales (flechas) y
cavidades rellenos por material osmiofilico en todo su espesor. La superficie del
exosporio es continua con la estructura de la masula en varios lugares (punta de

flecha) y ambas presentan un contraste semejante. Escala: 0.5 pm
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3.1.4. Azolla filiculoides

Azolla filiculoides Lamarck, Encycl. Méthod. Bot. 1: 343, 1783.
Tipo: Argentina, Estrecho de Magallanes, Commerson s/n°. (Holotipo: P, LA)
Azolla magellanica Willd., Sp. Plant. 5: 541, 1810.
Azolla squamosa Molina, Saggio s. storia nat. Chili: 301, 1810.
Salvinia azolla Raddi, Plant. Bras.: 2, 1825.
Azolla caroliniana Willd., Sp. Plant. 5: 541, 1810.
Azolla microphylla Kaulf., Enum. Fil.: 273, 1824.
Azolla arbuscula Desv., Ann. Soc. Lin. Paris VI: 177, 1827.
Azolla densa Desv., Ann. Soc. Lin. Paris VI: 177, 1827.
Azolla bonariensis Bertol., Miscel. Bot. XXI, 4: 18, 1861.

Sistema de la megaspora (Lam. 6; lam. 7; 1dam. 8; [am. 9 figs. A — C)
El sistema de la megaspora posee una longitud total de 430 — 500 um (Lam. 6, fig. A; lam. 8,
fig. A).

Las esporas son triletes, su didmetro polar es de 144.5 — 185.5 um y su diametro
ecuatorial es de 225.8 — 285 um. En vista ecuatorial, la cara distal es hemisférica y la cara
proximal es convexa (Lam. 8, fig. A). La superficie presenta un reticulo grueso, conformado
por areas de forma poligonal (Lam. 6, fig. A, lam. 7, figs. A - C). En la superficie de los
limenes se observan esferoides (Lam. 7, fig. B). Cada una de las areas poligonales a su vez
esta formada por un reticulo de cordones (Lam. 7, fig. C). Algunos de los cordones que
conforman el reticulo se prolongan lateralmente uniendo entre si las diferentes areas
poligonales (Lam. 7, fig. A). En la superficie de la megaspora hay cordones de seccion

circular, de 0.8 um de didmetro (Lam. 6, fig. A; lam 7, figs. A — C).

Esporodermis (Lam. 7, figs. D — F)
Exosporio: En seccion es de 1.6 — 3.8 um de espesor. En los cortes se observan al MEB
espacios irregulares en todo el espesor de esta pared, de disposicion principalmente radial,

mas abundantes en su parte media (Lam. 7, figs. D, F).
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Episporio: es de 6.8 —23 um de espesor. En seccion posee dos capas (Lam. 7, figs. D, E). La
capa interna es de 1.5 — 22 um de espesor, con estructura lacunosa, conformada por cordones
que se fusionan desordenadamente (Lam. 7, figs. D, E). Esta capa forma proyecciones de
18.6 — 21.6 um de altura y 13.6 — 18 um de ancho, con alvéolos de mayor tamafo que los
correspondientes a la zona interna (Lam.7, fig. E). Los extremos distales de estas
proyecciones constituyen las areas poligonales observadas en superficie.

El episporio externo es de 2.7 — 5.2 um de espesor y de estructura compacta (Lam. 7,
figs. D, E). Esta capa constituye los limenes y los cordones que forman las areas poligonales
observados en superficie.

En la parte interna de esta capa se observan elementos de seccion circular, de 0.8 um

de diametro (Lam. 7, fig. E).

Estructuras accesorias (Lam. 6; lam. 7, fig. A; lam. §; lam. 9, figs. A — C)

El collar estd ubicado en el area proximal de la megaspora (Lam. 6, fig. A; lam. 7, fig. A;
lam. 8, fig. A), tiene una altura de 44 — 72.2 um. La superficie externa es rugulada (Lam. 6,
fig. A, lam. 7, fig. A), mientras que la parte mas proxima a la megaspora presenta verrugas
(Lam. 9, figs. A, B). Algunos de los cordones que forman el reticulo superficial de la
megaspora se fusionan al collar (Lam. 7, fig. A). En seccidn, el collar presenta una estructura
lacunosa (Lam. 8, figs. A; lam. 9, fig. A). En la parte del collar mas cercana al exosporio de
la megaspora se observan elementos de seccion circular, de 0.8 pm de diametro (Lam. 9, fig.
B).

Sobre el collar, en la parte central, se encuentra la columna, conica, de 100 pm de
altura (Lam. 8, fig. A). En seccion, la parte interna de la columna es de estructura lacunosa
(Lam. 8, fig. A; lam. 9, fig. A) y hacia la periferia ésta es compacta, con elementos en formas
de clava, libres o parcialmente fusionadas entre si (Lam. 9, fig. C). Sobre la superficie de la
columna se encuentran numerosos cordones.

Adherido al 4pice de la columna se encuentran restos de la pared del megasporangio
(Lam. 6, fig. A).

Los tres flotadores se disponen simétricamente alrededor de la columna. Son de

contorno circular a oval, de 138 — 190 um de altura y 129 — 150 um de ancho (Lam. 6, fig.
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A). En seccion su estructura es lacunosa (Lam. 8, fig. A). La superficie de los flotadores

presenta perforaciones de variado didmetro (Lam. 6, fig. A).

Masulas (Lam. 9, figs. D — G)
Cada microsporangio contiene entre 6 y 9 masulas. Las masulas poseen una cara plana que
se encuentra orientada hacia el interior del microsporangio y su cara externa es convexa
(Lam. 9, fig. D). Son de 65 - 165 um de alturay 102.5 - 215 um de longitud. La superficie es
verrucosa-baculada, con perforaciones de tamafio variable (Lam. 9, fig. E). En la superficie
de la masula se encuentran los gloquidios, localizados principalmente sobre la cara plana de
la masula (Lam. 9, figs. D, F). La longitud total de los gloquidios es de 58.7 — 92.5 um. El
cuerpo de los gloquidios es de superficie escabrada (Lam. 9, fig. G) y puede tener 1-2 septos
cerca de su extremo o no presentar ninguno. El pie de los gloquidios se ensancha
lateralmente antes del extremo, que tiene forma de ancla (Lam. 9, fig. G).

En seccidn, la masula es de estructura lacunosa, posee una o dos cavidades centrales de
mayor tamafio y muchas otras periféricas, de menor didmetro (Lam. 9, fig. F). Dentro de
algunas de estas cavidades periféricas se localizan las microsporas, en nimero de 8 a 16 por

masula.

Microsporas
Triletes, esferoidales, de 12 - 26 um de diametro. Cada lesura es de 4 - 6 pm de longitud. La

superficie es escabrada.

Observaciones: En el ejemplar Meyer 4131 se observaron numerosas variantes en la forma
de los gloquidios. En algunos casos el cuerpo se bifurca en el primer tercio de su longitud y
desde ese punto se originan dos gloquidios de similar o diferente longitud. En otros casos el
extremo distal del gloquidio posee ademés del 4pice en forma de ancla, uno o mas
apéndices menos desarrollados, ubicados inmediatamente por debajo del extremo o a cierta

distancia del mismo (Lam. 9, fig. G).
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Distribucion

La especie tiene un area de distribucion muy amplia en América, desde el SO de
Canada y NE de Estados Unidos hasta Argentina y Chile, llegando hasta las Islas Malvinas.
Se la ha localizado en ciertas areas de Bolivia hasta méas de 4000 m.s.m.

De acuerdo al material de herbario examinado y a observaciones personales, se puede
ampliar el area de distribucion de esta especie en Argentina, incorporandose las provincias
de Neuquén y Chubut. Los ejemplares citados que documentan la ampliacion del area de
distribucion en Argentina son los siguientes: Neuquén, Pérez Moreau y Piccinini 3197

(BAB) fértil; Chubut, Region del Rio Corcovado, [llin 231 (S]) fértil.

En el Cono Sur la especie se ha citado para las siguientes regiones: (Figura VI).

Argentina: provincias de Jujuy, Salta, Formosa, Chaco, Catamarca, Tucuman, Corrientes,
Santa Fe, La Rioja, San Juan, Cordoba, Entre Rios, Mendoza, Buenos Aires, La Pampa, Rio
Negro, Chubut, Santa Cruz.

Bolivia: departamentos de Pando, Beni, La Paz, Santa Cruz, Cochabamba, Tarija.

Brasil: estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul

Chile: regiones de Tarapaca, Antofagasta, Atacama, Coquimbo, Valparaiso, Metropolitana
(Santiago), O’Higgins, Talca, Biobio, Araucania, Los Lagos, Aisén del Gral. C. Ibafiez del
Campo, Magallanes.

Paraguay: departamentos de Alto Paraguay, Presidente Hayes, Central.

Uruguay: departamentos de Florida, Montevideo.

Material estudiado:

ARGENTINA: Buenos Aires, Punta Indio, s.f., Capurro 43207 (BA). San Isidro,
2/11/1904, Hicken 81 (S1). Punta Mogotes, 16/11/1930, s.n, s.n® (LP). La Plata, s.f., Hicken
19974 (S1). S.1, s.f., Hicken 505 (SI). Isla Martin Garcia, 16/12/1997, Hurrell et al. 3742
(BAB). Sa. de la Ventana, s.f., Kuhnemann 35862 (BA). Tigre, 15/10/1968, Lanfranchi
1685 (SI). Chascomus, 12/02/1973 Tur 1559 (LP). Catamarca, Andalgalé, 1/1937, Job
1358 (LP). Region andina, s.f., Hauthal 19973 (SI). Cérdoba, S.1., 1909, Puyssegur 30
(SI). Chaco, S.1,, s.f., Dimitri y Piccinini 382 (BAB). Colonia pastoril, 1939, Icikson y
Melillo 142 (BAB). Colonia Benitez, 1938, Schulz 6698 (BAB). Dto. Tapenaga, 11/1940,

49



Rodrigo 2415 (LP). Chubut, Region del R. Corcovado, s.f., Illin 231 (SI). Formosa, s.1.,
1919, Jorgensen 3349 (SI). Jujuy, Dto. Santa Barbara, 20/07/1963, Cabrera 15750 (LP).
Dto. Tumbaya, Volcan, s.f., Cabrera 15838 (LP). Dto. Tumbaya, Volcan, La Laguna,
16/02/1927, Venturi 4908 (LP). Dto. Purmamarca, Ciénaga, s.f., Cabrera 15057 (LP).
Mendoza, San Rafael, Valle del Rio Atuel, 26/01/1963, Boelcke et al. 10265 (BAB).
Neuquén, Las Lajas, Rio Agrio, 11/12/1971, Pérez-Moreau y Piccinini 3197 (BAB).
Pehuenches, 22/11/1982, Rossow 1748 (BAB). La Rioja, Dto. Gral. Lavlle, Va. Union,
1/11/1942, Meyer 4131 (SI). Rio Negro, S.1., 2/01/1915, Fischer 233 (SI). Salta, Cafayate,
1896, Spegazzini 23710 (LP). Santa Fe, Reconquista, 8/11/1933, Burkart 5763 (SI). Dto.
Capital, 12/11/1965, Tur s.n° (LP). San Juan, Vega Tihumairoya, 1/01/1930,
Pérez-Moreau 4/30 (BA). Tucuman, Rio Chico, Dique Escaba, 4/06/1956, De la Sota
57149 (BA).

BOLIVIA: Cochabamba, Colpirhua, 1943, Cardenas 48860 (BA). S.1., 1948, Musch 42
(SI). Prov. Cercado, 1/12/1929, Steinbach 8738 (BA).

CHILE: Region de Atacama, Prov. de Huasco, 15/11/1956, Ricardi y Marticorena 3982
(LP). Region de Coquimbo, Dto. Serena, 1927, Werdemann 369. Regién de Valparaiso,
Valparaiso, Limache, 27/06/1927, Looser 176 H (S1). Region de O’Higgins, Prov.
Colchagua, Valle del R. Calchapoal, 29/01/1938, Pérez-Moreau 22949 (BA). Region de
Los Lagos, S.1., 11/02/1909, Hicken 88 (S1). S/1, s.f. s.n., ,n“ 33103 (LP).

URUGUAY: Florida, Timote, 1937, Gallinal et al. B-781 (BAB). Montevideo, Pocitos,
1924, Herter 71350 (S])
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LAMINA 6. Megaspora de Azolla filiculoides Lam. observada con MEB

A- Sistema de la megaspora. Megaspora ubicada hacia la parte inferior de la imagen. La
superficie de la megaspora presenta areas poligonales reticuladas y numerosos
cordones. Se observa el collar (puntas de flecha), y dos de los flotadores (asteriscos).
La superficie de los flotadores presenta perforaciones. En el extremo superior del
complejo de la megaspora es visible el apice de la columna, conformado por
cordones y cubierto por restos de la pared del megasporangio adheridos (flecha).

Escala: 100 pm. Cabrera 15057 (LP).
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LAMINA 7. Megasporas de Azolla filiculoides Lam. observadas con MEB.

A-

Detalle de la superficie de la megaspora hacia la derecha de la imagen y parte del
collar (punta de flecha) y de un flotador (asterisco). La superficie de la megaspora
presenta areas poligonales reticuladas, separadas por areas deprimidas. Algunos de
los cordones del reticulo se prolongan y fusionan en direccion al collar (flecha). La
superficie del collar es rugulada. Escala: 20 um. Spegazzini 23710 (LP).

Detalle de superficie en una de las areas deprimidas entre las proyecciones
reticuladas. Se observan cuerpos mas o menos esféricos, aplanados, distribuidos
irregularmente. Escala: 5 um. Meyer 4131 (LP).

Detalle de superficie en una de las areas poligonales reticuladas, con cordones que
emergen entre algunos de los lumenes. Escala: 5 pm. Meyer 4131 (LP).

Seccion de pared. Se observa el exosporio (E) con cavidades en su parte media. La
parte interna del episporio (Epi) es de estructura lacunosa, con alvéolos de distintos
diametros. La capa externa del episporio (Epe) es compacta. Escala: 5 um. Meyer
4131 (LP).

Detalle del episporio, la parte interna (Epi) conforma una proyecciéon y es de
estructura lacunosa. El episporio externo (Epe), de estructura compacta, es de mayor
espesor en las areas deprimidas y més delgado sobre las proyecciones del episporio
interno. En la parte mas profunda del episporio externo se observan elementos de
seccion circular (flecha). Escala: 10 um. Cabrera 15057 (LP).

Detalle de seccion de pared en la fig. E. Exosporio (E), con cavidades en su parte
media (puntas de flecha) y parte interna del episporio (Epi), conformado por
cordones delgados. Algunos de los cordones del episporio interno se encuentran

estirados (flechas). Escala: 2 um. Meyer 4131 (LP).

54



Lamina 8

55



LAMINA 8. Megaspora de Azolla filiculoides Lam. observada con MEB

A- Sistema de la megaspora en seccion, hacia la parte superior se observan: el collar
(punta de flecha), la columna central conica (estrella), con estructura lacunosa y uno
de los flotadores (asterisco). Otro de los flotadores ha sido removido (parte superior
derecha de la imagen). La pared de la megaspora estd constituida por el exosporio
(E), parcialmente desprendido en el polo distal y el episporio (Ep). Area del recuadro

ampliada en la lam. 9, fig. A. Escala: 100 um. Cabrera 15057 (LP).
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LAMINA 9. Megasporas y masulas de Azolla filiculoides Lam. observadas con MEB

A- Detalle del sector marcado en el recuadro de la lam 8, fig. A. Se observa el exosporio

(E), separado de la columna en la cara proximal. Hacia la derecha se encuentra parte

del collar (punta de flecha), en seccion, mostrando su estructura lacunosa. En la parte

superior izquierda de la imagen se observa la columna (estrella), con estructura

lacunosa. La superficie de la columna est4 cubierta por cordones. Escala: 10 um.

Cabrera 15057 (LP).

B- Detalle de la fig. A, area del collar ampliada. Se observa parte del collar, con

verrugas en su superficie (flecha) y elementos de seccion circular en su parte interna

(punta de flecha). Escala: 10 um. Cabrera 15057 (LP).

C- Detalle de la fig. A, area de la columna central ampliada. Se observa parte de la

estructura interna de la columna (estrella), lacunosa y elementos en forma de clava en

la periferia. Escala: 10 um. Cabrera 15057 (LP).

D- Masula, con su cara plana con numerosos gloquidios. La cara convexa presenta solo

dos de ellos. Los gloquidios no tienen septos y su extremo tiene forma de ancla.
Escala: 20 um. Job 1358 (LP).

E- Detalle de la superficie de la masula, con verrugas, baculas y perforaciones de
diversos tamafios, distribuidas irregularmente. Escala: 5 um. Meyer 4131 (LP).

F- Masula en seccion. Sobre su superficie se observan los gloquidios. La masula

presenta una gran cavidad central y alvéolos periféricos de menor tamafo. Escala: 20

um. Meyer 4131 (LP).

G- Detalle de los gloquidios, con la superficie escarbada. El cuerpo presenta una

dilatacion por debajo del extremo en forma de ancla. En uno de los gloquidios se

observa una bifurcacion en la expansion lateral del extremo (flecha). Escala: 10 um.

Meyer 4131 (LP).
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Figura VI. Distribucion de las especies de Azolla en el Cono Sur de Sudamérica
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3.1.5. Discusion

Recientemente se ha reevaluado la taxonomia de las especies de Azolla presentes en
América (Evrard & Van Hove, 2004) y se ha reconocido la presencia de dos especies:
Azolla filiculoides y A. cristata. En los trabajos previos se citaban ademas otras especies:
Azolla caroliniana, A. microphylla y A. mexicana. De acuerdo al nuevo esquema
taxonomico, las dos primeras se consideran sinébnimos de Azolla filiculoides y A. mexicana,
sinonimo de A. cristata. Fue necesario considerar estos cambios con el fin de poder
efectuar caracterizaciones a nivel especifico del material correspondiente al area de estudio
y poder discutirlas con los resultados obtenidos por otros autores. Las determinaciones del
material de herbario fueron revisadas, ya que en muchos casos responden a esquemas
taxondmicos mas antiguos o el material ha sido incorrectamente determinado o no se
determiné a nivel especifico.

En las megasporas de Azolla cristata correspondientes a ejemplares consultados en el
presente trabajo se ha observado variabilidad en la superficie cubierta por los cordones.
Asi, en los ejemplares Capurro 56461 y Rojas 8341 los cordones estan restringidos a la
superficie de la megaspora y en el ejemplar Tur 1372 los cordones se extienden ademas
sobre la superficie del collar y la columna. Martin (1976a) describi6 e ilustr6 megasporas
de A. caroliniana (=A. cristata) con cordones distribuidos s6lo sobre la superficie de la
megaspora. En los ejemplares de Azolla microphylla, A. caroliniana y A. mexicana (todas
ellas consideradas sindbnimos de A. cristata) presentados por Perkins et al. (1985) se
observa esta variabilidad, si bien los autores las consideraron tres especies diferentes.

El exosporio de estructura lacunosa observado con MO, MEB y MET en Azolla
cristata y con MEB en A. filiculoides, fue descripto como granular al ser observado con
MEB por Perkins et al. (1985), para las megasporas de todo el género. La estructura del
episporio de Azolla cristata es similar a la descripta por Perkins et al. (1985) para 4.
microphylla y A. caroliniana.

La morfologia general y la ultraestructura de las megasporas de Azolla filiculoides
del area de estudio de esta Tesis coinciden con las descriptas previamente por varios
autores para ejemplares pertenecientes a esta misma area: Di Fulvio (1956, 1961), sobre

material de la region central de Argentina y Morbelli (1980), quien las describi6 en base a
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material de la region patagonica de Argentina. Asimismo coinciden con ejemplares de
otras regiones, tales como los presentados por Bonnet (1957), que estudié material de
Francia; Martin (1976a); Fowler & Stennett-Wilsson (1978), sobre ejemplares de Gran
Bretafia; Perkins et al. (1985), con material proveniente de Israel, Japon y Hawaii y Tryon
& Lugardon (1991) quienes estudiaron con MET ejemplares de Francia y utilizaron las
observaciones previas de Perkins et al. (1985) para las ilustraciones con MEB.

El lugar de origen de los cordones observados en la superficie de las megasporas de
ambas especies estudiadas ha sido un tema de discusion entre los distintos investigadores.
De acuerdo a las observaciones con MET del presente trabajo los cordones se evidenciarian
como estructuras de seccion circular en la parte mas profunda del episporio externo; al
MEB son visibles entre los elementos del episporio externo. Para Bonnet (1957), Perkins et
al. (1985) y Collinson (1991) los cordones podrian originarse de la parte superior del
episporio interno. En cambio, para Tryon & Lugardon (1991) los cordones se extenderian
desde el episporio interno. Fowler & Stennett-Willson (1978) observaron que los cordones
emergen entre los elementos de la superficie, sin proponer cual seria el area de origen de los
mismos. Estos ultimos autores consideraron que los cordones que se encuentran sobre todo
el complejo de la megaspora constituyen otra estructura accesoria, y la denominaron
filosum (término propuesto por Sweet & Chandrasekharam (1973) para la descripcion de la
megaspora de la especie Azolla schopfii, Paleoceno, Canadad).

La columna central, de estructura lacunosa, presenta un canal central mas o menos
continuo en el ejemplar Capurro 56461 de Azolla cristata. La presencia de un canal en ésta
u otras especies actuales no ha sido mencionada previamente, si bien en algunas especies
fosiles se describieron estructuras semejantes: Fowler (1975) describid a la especie Azolla
prisca (Oligoceno inferior, Isla de Wight, Gran Bretana), cuya megaspora posee una
columna de estructura lacunosa, con un canal central estrecho. El canal se abre en un poro
en la superficie, que se evidencia en la por una pequefia indentacion en el apice de la
columna. Martin (1976a) public6 una fotomicrografia con MO de la especie Azolla velus
(Paleoceno, South Dakota, Estados Unidos) que presenta una larga columna coénica, de
estructura semejante a la del resto de la pared de la megaspora, con una cavidad alargada

que la recorre. Collinson (1980) al describir la especie Azolla colwellensis (Eoceno, Gran
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Bretafia) mencion6 una columna compuesta por cordones unicamente, con una cavidad en
todo su recorrido.

La estructura general de las madasulas de ambas especies concuerda con las
descripciones previas de Morbelli (1980) para 4. filiculoides, sobre observaciones al MO y
MEB y con las de Tryon & Lugardon (1991), realizadas con MEB para las especies del
subgénero Azolla, seccion Azolla. Los gloquidios sin septos, o con 1-2 septos son
caracteristicos en Azolla filiculoides, coincidiendo con las descripciones de estos autores y
las observaciones de de la Sota (1985) y Evrard & Van Hove (2004).

En las masulas del ejemplar de Azolla filiculoides Meyer 4131 se observaron
extremos de los gloquidios con apéndices mas numerosos que los dos laterales, que dan al
extremo una forma de ancla. Esta morfologia se asemeja a la observada en taxa fosiles
relacionados con Azolla, como Azollopsis, del Cretacico Superior de América del Norte
(Hall, 1968; Sweet & Hills, 1974; Hall, 1974) y Paleoazolla, del Cretacico Superior de
Chubut, Argentina, (Archangelsky et al, 1999).

Las masulas de Azolla cristata estudiadas presentan gloquidios con un niimero de
septos variable en el cuerpo, o sin septos. Algunos autores (Di Fulvio, 1956; Legrand y
Lombardo, 1958; de la Sota, 1985) sostuvieron que el nimero de septos en los gloquidios
podria ser considerado como un caracter diagndstico para las especies de Azolla. En el
ejemplar Tur 1372 se hallaron megasporas del tipo Azolla cristata junto con masulas con
gloquidios sin septos (hasta ahora considerados tipicos de A. filiculoides). Ademas de éste,
otros autores reconocieron previamente la existencia de individuos de dificil
determinacion. Asi, Burkart (1933) colecciond un ejemplar cuya megaspora corresponde al
tipo de Azolla cristata, con masulas de gloquidios sin septos, o escasamente septados. El
autor propuso que podria tratarse de un hibrido interespecifico entre Azolla filiculoides y A.
cristata. D1 Fulvio (1956) menciono tres ejemplares (entre ellos el citado por Burkart,
1933) donde se repite la misma combinacion de caracteres (megasporas con superficie
caracteristica de Azolla cristata y gloquidios con 0-2 septos). Godfrey et al. (1961)
registraron gloquidios septados y no septados en una misma masula de A. caroliniana (=A.
cristata).

El nimero de septos en el cuerpo de los gloquidios podria tener alguna utilidad

taxonomica, pero no pude considerarse diagndstico por si solo, sino que deberia ser
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complementado con otros caracteres. Evrard & Van Hove (2004) expresaron asimismo la
necesidad de considerar en las determinaciones caracteristicas vegetativas y de las
megasporas.

La continuidad observada entre el exosporio de las microsporas y la estructura de la
masula, asi como su semejanza en el contraste al observarlos con MET fue observada por
Lugardon & Husson (1982) y Tryon & Lugardon (1991), quienes consideraron que las
masulas estarian conformadas por los episporios de todas las microsporas fusionados.

Las microsporas de ambas especies estudiadas se ajustan a las descripciones previas
realizadas por Morbelli (1980) para Azolla filiculoides de la region patagonica (Argentina)
y por Tryon & Lugardon (1991) para microsporas de A. filiculoides pertenecientes a
ejemplares colectados dentro del area de estudio. El exosporio corresponde con el tipo
“blechnoide” definido por Lugardon (1972) para Filicophyta isosporadas y utilizado

asimismo por Lugardon & Husson (1982) para Filicophyta heterosporadas.
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3. 2. Salviniaceae
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3. 2.1. Consideraciones generales

La familia Salviniaceae cuenta con un solo género, Salvinia, que se distribuye en todo
el mundo principalmente en las regiones tropicales y subtropicales. Son plantas acuaticas de
pequefio porte, flotantes y conforman el sustento de ricas comunidades pleustonicas. Se
propagan con facilidad por multiplicacion vegetativa, por crecimiento y fragmentacion. Si
las condiciones ambientales son favorables, la tasa de crecimiento y multiplicacion es muy
elevada. Esta caracteristica convierte a algunas de las especies en malezas acuaticas
importantes en las regiones donde han sido introducidas por la actividad humana. Ocasionan
trastornos en lagos, embalses y reservorios artificiales de agua, obstaculizando la
navegacion y deteriorando la calidad del agua. En los tltimos treinta y cinco afnos se ha
intentado identificar cudles son las especies peligrosas o potencialmente peligrosas y
precisar caracteres diagndsticos para cada una de ellas, ya que estas herramientas permitirian
monitorear o controlar las poblaciones.

La similitud que presentan las diferentes especies es a nivel de su morfologia
vegetativa y su plasticidad fenotipica (Mitchell & Thomas, 1972) son los mayores
obstaculos para su reconocimiento. Se han realizado claves para determinar las especies en
estado fértil, basadas en la forma del 6rgano foliar sumergido y en estado estéril, utilizando
el patron de venacion de las frondes flotantes (Forno, 1983). Sin embargo, la variabilidad de
cada individuo de acuerdo a las condiciones ambientales y la densidad de poblacion,
dificulta las determinaciones.

Dentro del género se reconoce un grupo de especies, denominado “complejo Salvinia
auriculata” (Mitchell & Thomas, 1972), caracterizado por tener los pelos de las papilas
foliares unidos en sus extremos distales. Las especies que lo integran son: S. auriculata
Aub., S. biloba Rad., S. adnata Desv. (=S. molesta Mitch.), que habitan dentro del area de
estudio y ademads S. nuriana de la Sota & Cassa, S. spruceii Kuhn y S. martynii Spruce, del
norte de Sudamérica.

El mecanismo de la reproduccion sexual es poco conocido en Salvinia. Segiin Bonnet
(1956) en S. natans (L) All. se forman 64 microsporas por masula, mientras que en las
especies neotropicales se forman entre 24 y 32 microsporas. El autor propuso que las

especies de Salvinia con produccion de menor numero de esporas serian las mas avanzadas
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evolutivamente. Los tnicos datos conocidos sobre el mecanismo reproductivo en Salvinia
son que los megasporangios y masulas son liberados por la desintegracion de la pared del
soro, caen hasta el fondo del cuerpo de agua y alli se producen los gametofitos. Las
microsporas germinan dentro de las masulas.

La mayoria de los trabajos sobre las especies de Salvinia que crecen dentro del area
de estudio tratan sobre aspectos floristicos, taxondmicos o de la morfologia vegetativa.
Entre estos trabajos se destacan las numerosas contribuciones de de la Sota (1962b, 1962c,
1963, 1976, 1995 y 2001).

Desde el punto de vista palinolégico la especie mas estudiada ha sido Salvinia
auriculata. Bonnet (1955) describio la microsporogénesis y algunos estadios de la
megasporogénesis de esta especie. Tryon & Tryon (1982) presentaron detalles de la
morfologia y estructura de mega-, microsporas y masulas observados con MEB. Tryon &
Lugardon (1991) analizaron las masulas y microsporas de S. auriculata, atadiendo
observaciones con MET. Gardenal et al. han descripto las mega-, microsporas y masulas de
S. minima (2005, 2007) y las correspondientes a S. biloba y S. auriculata (2006, 2008).

Collinson (1991) consider6 que las megasporas de Salvinia tienen una morfologia y
ultraestructura caracteristicas, y que la presencia de una sola masula sin gloquidios por
microsporangio serian caracteres diagndsticos del género. Las mega- y microsporas de S.
oblongifolia Mart. del norte de Sudamérica han sido estudiadas por de la Sota (1962a) y las
de S. natans (L.) All. del Viejo Mundo han sido descriptas por Stafford (2003). También
hay referencias sobre las esporas de S. nymphellula Desv., una especie africana (Hossain,
1971). Este autor describié brevemente la pared de la megaspora y su estructura apical y la
relaciond con camara polinica que se encuentra en 6vulos de Gimnospermas; explico
también parte del proceso de germinacion de la megaspora.

La morfologia y en algunos casos la estructura de las esporas en algunas especies
fosiles asignadas a este género han sido estudiadas. Salvinia aureovallis (Jain & Hall, 1969),
Salvinia cobhamii (Martin, 1976b), Salvinia natans (Nasu & Seto, 1976), Salvinia cerebrata
y Salvinia sp. (Friis, 1977), Salvinia reussi (Collinson, 1991) y Salvinia sp. (Batten &
Collinson, 2001).
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En las descripciones palinologicas se adoptod en general la terminologia utilizada por
Tryon & Lugardon (1991). Para la denominacion de las estructuras ubicadas en la parte
proximal de las megasporas de Salvinia se ha consultado y analizado en forma critica la
terminologia propuesta por otros autores (Tabla 2). Debido a la falta de unidad evidente en la
literatura palinologica se decidid finalmente describir las estructuras proximales de las
megasporas de Salvinia de la manera mas completa posible, sin adoptar ninguna propuesta

terminologica previa.

Autor Terminologia propuesta Tax6n descripto

Proyeccion trirradiada interna, facetas | Salvinia auriculata, S. biloba,
Gardenal 2009

externas S. minima

Jain & Hall (1969) Neck-like structure Salvinia aureovallis T

Gymnosperm-type pollen
Hossain (1971) ) Salvinia nymphellula
chamber-like structure

Hall (1974) Flap-like extensions Salvinia spp.

Nasu & Seto (1976) Cephalic part Salvinia natans (fosil)

Friis (1976) Triradiate acrolamela + 3 valves Salvinia spp., S. cerebrata ¥
Martin (1976b) Three-lipped Salvinia cobhamii t
Schneider & Pryer

(2000) Gula Salvinia spp.

Stafford (2003) Massa Salvinia natans (actual)
Nowak & Lupia (2004) | Tripartite acrolamela Salvinia spp.

Tabla 2. Terminologia utilizada por los diferentes autores para describir las estructuras

proximales de las megasporas de Salvinia
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Salviniaceae T. Lestiboudois Botanogr. Elem. 448. 1826

Salvinia Séguier, F1. Veron. 3: 52. 1785.

Tipo: Salvinia natans All. Flora Pedemontana 2: 289. 1785
Salvinia Adanson nom. illeg., Fam. P1. 2: 15. 1763.

Plantas acuaticas, flotantes, frecuentemente formando carpetas en aguas calmas.
Rizoma horizontal, de tipo protostélico a solenostélico, con el sistema vascular poco
desarrollado, sin raices. Frondes en conjuntos de tres; un par flotante, de contorno
oblongo-redondeado, costadas, con venacion dicotdmica, con uniones transversales que
determinan aréolas. Tricomas caracteristicos sobre las frondes, formados por una papila
terminada en cuatro pelos multicelulares. La tercera fronde, sumergida, se divide en
numerosas lacinias. Soros globosos, envueltos por un indusio de pared delgada, agrupados
sobre las frondes sumergidas, conteniendo megasporangios 0 microsporangios.
Microsporangios numerosos, con microsporas triletes, esferoidales. Megasporangios en
menor numero, cada uno con una megaspora trilete, ovoide. Descripcion adaptada de

Tryon & Tryon (1982).

3.2.2. Salvinia adnata

Salvinia adnata Desvaux, Mem. Soc.Linn. Paris 6: 177. 1827.
Tipo: Isla Reunion (P)

S. rotundifolia Willd., Sp. PL. 5: 537. 1810.

S. molesta Mitchell, Brit. Fern. Gaz. 10 (5): 251 - 252. 1972.

S. auriculata auct. non Aubl.

Observaciones: Todos los especimenes de Salvinia adnata Desv. analizados que portaban

ejes reproductivos tienen microsporangios, pero solo ocasionalmente megasporangios
(observados en los ejemplares Forno 32 y Forno 28).

En todos los ejemplares tanto micro- como megasporangios son de tamano reducido
en comparacion a los de las demds especies analizadas, més oscuros, con paredes rotas y

carecen de esporas (Lam. 10).
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Distribucion

Esta especie probablemente sea la misma que crece y se reproduce unicamente por via
vegetativa en amplias areas de Africa (Mauricio, Madagascar, Republica de Marfil, Ghana,
Zambia, Kenia, Namibia, Botswana, Sudafrica), Asia (Filipinas, India, Sri Lanka), Oceania
(Australia, Nueva Guinea, Nueva Zelanda, Hawaii) y en el sur de Estados Unidos (Carolina
del Sur, Carolina del Norte, Texas y Louisiana). En estas regiones extra-sudamericanas
constituye una importante maleza acuatica.

Dentro del area de estudio la especie crece en Brasil, en el area costera entre los 25° y
32° S y hacia el interior del continente en los estados de Parand, Rio de Janeiro y Santa

Catarina (Fig. VII).

Material estudiado:

BRASIL: Parana, Praia de L’este, Rio Guaraguagu, Km 15-17, 31/05/1978, Forno 32 (LP).
Paranagua, Rio Guaraguagu, Km 15-16, 31/03/1978, Forno 29 (LP). Rio Grande do Sul,
Guaiba, sace da Alemos, 17/03/1978, Forno 23 (LP). Santa Catarina, Joinville,
Florianopolis, Road Km 63, Mun. Itapueu, 14/03/1978, Forno 18 (LP). S.1,, s.d., Forno 28
(LP). Ponte sobre o Rio Aracatuba, 14/03/1978, Forno 19 (LP). Rio Itapocu, Km 63,
14/03/1978 Forno 25 (LP).
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Lamina 10
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LAMINA 10. Microsporangios de Salvinia adnata Desvaux observadas con MEB.

A- Microsporangios sin contenido, las cubiertas se observan plegadas. Escala: 50 um.

Ejemplar: Forno 18 (LP)
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3.2.3. Salvinia auriculata

S. auriculata Aublet. Hist. Pl. Guiane 2: 969. 1775.

Tipo: French Guiana, Aublet s.n. (P?)
Salvinia hispida Kunth, Nov. Gen. Sp. (quarto ed.) 1: 44. 1815 [1816].
Salvinia rotundifolia Willd., Sp. P1. 5: 537. 1810.
Salvinia radula Baker, J. Bot. 24: 98 (1886).

Megasporas (Lam. 11; 1am. 12, figs. A - C)

Son triletes, de 357.1 — 418.9 um de didmetro polar y 268.3 — 310.8 um de didmetro
ecuatorial, circulares en vista polar, con margen irregular (Lam. 11, fig. A) y ovoides en
vista ecuatorial (Lam. 11, figs. C — E). La superficie es diferente en ambos polos, foveolada
en el polo proximal y con lomos y perforaciones de didmetro variable en las areas distal y

ecuatorial (Lam. 11, figs. A, B).

Esporodermis (Lam. 11; Lam. 12, figs. A - C).

Exosporio: Visto al microscopio estereoscopico es de color castaiio. En seccion, el exosporio
presenta un espesor de 3.8 — 6 pm. Con MEB se observa que la superficie es verrucosa, entre
las verrugas y sobre ellas hay procesos baculiformes, delgados, de 200 — 400 nm de altura

(Lam. 12, fig. B). La estructura es compacta, con elementos con orientacion radial (Lam. 12,

fig. C).

Episporio: Observado al microscopio estereoscopico es de color blanco. Su espesor total es
de 34 — 84.5 um, es de estructura lacunosa, y en €l se distinguen dos zonas de acuerdo con el
diametro de los alvéolos (Lam. 12, figs. A - C). La zona interna es de 6.2 — 14.5 um de
espesor, con alvéolos de 200 — 600 nm de didmetro. La zona externa es de 27.8 — 70 um de
espesor, con alvéolos de 1 — 1.9 pm.

Sobre la parte proximal de la espora se encuentra una proyeccion de estructura
compleja. En superficie se observan tres facetas subtriangulares, de superficie foveolada,
con margenes internos engrosados, lisos (Lam. 11, figs. A, B, D). En las areas de contacto

entre estas facetas, en el contorno de la espora, se observan engrosamientos (Lam. 11, fig. A,
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C - F). La parte interna esta constituida por una proyeccion triradiada, de 92.3 — 133.3 um de
altura (Lam. 11, figs. C, E - G). Entre la proyeccion interna y las facetas externas queda
determinado un espacio (Lam. 11, figs. E- G). La estructura interna de la proyeccion apical

es lacunosa (Lam. 11, fig. G).

Masulas (Lam. 12, figs. D — G)

Son cuerpos esferoidales a elipsoidales, de 154.7 — 240 um de longitud segiin su eje mayor
(Lam. 12, figs. D, F). La superficie presenta lomos amplios, irregulares, con perforaciones
de didmetros variables (Lam. 12, figs. D, E).

En seccidn la estructura es lacunosa, con una o dos cavidades centrales, de 110 — 140
um de didmetro y numerosos alvéolos menores periféricos. La superficie de la cavidad
central de la masula y de los alvéolos esta tapizada por una lamina y presenta perforaciones
(Lam. 12, fig. F). En las cavidades periféricas, algunas de las perforaciones llegan hasta la
superficie de la masula.

Las microsporas se encuentran alojadas en alvéolos periféricos de la mésula (Lam. 12,

figs. F, G).

Microsporas (Lam. 12, figs. G, H)
Triletes, de 18 — 36 um de didmetro, esferoidales. Cada lesura es de 4 - 12 um. La superficie

es rugulada (Lam. 12, fig. G) en ocasiones se encuentran verrugas sobre la superficie (Lam.

12, fig. H).

Esporodermis: (Lam. 12, fig. H)
En seccidn, estd compuesta por el exosporio, de 0.5 — 0.8 um de espesor. Su espesor se
incrementa en el area de union de las lesuras hasta 1.5 uym. (Lam. 12, fig. H). Observado al

MEB es de aspecto homogéneo y compacto.

Observaciones: Las paredes de los mega- y microsporangios se encuentran con frecuencia
fuertemente adheridas a las megasporas (Lam. 11, figs. C, E) o a las masulas (Lam. 12, fig.
F). Para la observacion de la superficie de estas estructuras es necesaria la remocion

mecanica de la pared del esporangio.
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Distribucion

Su area en América tropical se extiende desde México y Cuba hasta Chile y
Argentina. El limite austral de su distribucion se encuentra a la altura de la provincia de
Buenos Aires (Argentina) y el sur de Uruguay. Dentro el area de estudio se ha citado la
presencia de esta especie en las siguientes regiones (fig. VII):
Argentina: provincias de Formosa, Chaco, Misiones, Corrientes, Santa Fe, Entre Rios,
Buenos Aires.
Bolivia: departamentos de Beni, La Paz, Santa Cruz.
Brasil: estados de Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul.
Chile: region de Valparaiso
Paraguay: departamentos de Alto Paraguay, Boquerdn, Central, Presidente Hayes,
Cordillera, Paraguari, Neembuc.
Uruguay: departamentos de Artigas, Cerro Largo, San Jos¢, Maldonado, Canelones,

Montevideo.

Material estudiado:

ARGENTINA: Buenos Aires, entre Junin y Mar Chiquita, s.f., Guarrera 65652 (BA).
Capital Federal, s.f., Sanzin 596 (BA). Tigre, Ao. Caraguata, 01/01/1950,
Weber-Bachmann 57976 (BA). Corrientes, Col. Carlos Pellegrini, Lag. Iberd, 27/12/1972,
Partridge 63300 (BA). San Cosme, 12/11/1934, Burkart 6870 (SI). Dto. Mercedes, Ibera,
canal de acceso a lag. Yacaré, 28° 42’ S, 58° 01° W, 26/08/1996, Arbo, Schinini, Maruriak
v Paniagua Risuerio 7896 (SI). Chaco, Col. Benitez, 10/02/1947, Schulz 6695 (BAB).
Misiones, Posadas, 01/05/1994, Pérez y Guillén 172 (LP). Dto. Capital, Posadas, al lado
del puente Posadas-Encarnacion, 03/03/1996, Peérez y Guillen 468 (LP). Posadas,
21/01/1907, C. Spegazzini 21996 (BAB).

BRASIL: Mato Grosso do Sul, S.1., 28/01/1979, Cabrera y Zardini 30033 (S1)
BOLIVIA: La Paz, Iturralde, Luisita, W del R. Beni, 02/03/1984, Beck & Haase 10177
(LP)

PARAGUAY: Puerto Yataiba, 14/09/1928, Daguerre 28/811 (BA). Itapta, Trinidad, R.
Paraguay, 03/08/1915. Osten y Rojas 8441 (LP).
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URUGUAY: S, s.f, s.n., s.n° (LP). S.I., 01/1941, Diem 1303 (BAB). Montevideo, S.1.,
02/1875, Arechaveleta s.n° (LP). S.1, s.f., Felippone s.n°(SI). Cerro Largo, Rio Negro, Ea.
Palleros, 01/1941, Gallinal et al. PE-4741 (BAB).
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LAMINA 11. Megasporas de Salvinia auriculata Aublet observadas con MEB. Ejemplar:
Pérez y Guillén 172 (LP).

A-

Megaspora en vista polar proximal. La superficie presenta lomos y perforaciones en
las éareas ecuatorial y distal. Se observan tres facetas proximales (flechas), de
superficie foveolada, con margenes lisos y engrosamientos en las zonas de contacto
(puntas de flecha). Escala: 100 pm.

Detalle del area proximal de la megaspora en la fig. A. Escala: 50 pm

Megaspora en seccion, el polo proximal se encuentra orientado hacia la parte
superior de la imagen. La pared del megasporangio (Pme) se encuentra adherida a la
superficie de la megaspora. En la parte proximal se observan los engrosamientos de
la pared en las zonas de contacto entre dos facetas (punta de flecha), la proyeccion
trirradiada interna (asterisco) y dos de la facetas externas (flechas); la de la derecha
esta seccionada y queda expuesta su estructura lacunosa. Escala: 100 um.
Megaspora en seccion, el polo proximal se encuentra orientado hacia la parte
superior de la imagen. Se observa una de las facetas externas (flecha) y dos de los
engrosamientos laterales de la pared (puntas de flecha). Escala: 100 pm.

Megaspora en seccidon, con la pared del megasporangio (Pme) adherida a la
superficie. El polo proximal se encuentra orientado hacia la parte superior de la
imagen. La pared presenta mayor grosor en el area distal y una proyeccion compleja
en el area proximal. La parte interna de la proyeccion es trirradiada (asterisco) y la
parte externa esta integrada por facetas de estructura lacunosa (flechas). Escala: 100
pm.

Detalle de la parte proximal de la megaspora en fig. C. Se observa que la proyeccion
trirradiada central (asterisco) se encuentra parcialmente fusionada a las facetas
externas (punta de flecha negra). Escala: 50 um

Detalle de la parte proximal de la megaspora de la fig. E. Entre la proyeccion central

interna (asterisco) y las facetas externas (flechas) existe un espacio. Escala: 50 pm
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LAMINA 12. Megasporas, masulas y microsporas de Salvinia auriculata Aublet observadas

con MEB. Ejemplar: Pérez y Guillén 172 (LP).

A-

Detalle de la megaspora de la Lam. 11, fig. D. Seccion de pared en el area distal de la
megaspora. Se observa el exosporio (E), parcialmente desprendido y el episporio
(Ep), de estructura lacunosa, con alvéolos de menor diametro en su parte mas
profunda (asterisco). En la parte superior se observa la superficie, con lomos y
perforaciones. Escala: 20 um.

Detalle de la fig. A, en la region de contacto exosporio (E)/episporio (Ep). Se observa
la superficie externa del exosporio, con verrugas (flecha) y procesos cortos,
delgados. Por encima del exosporio se encuentra el episporio interno (Ep), con
estructura lacunosa. Escala: 5 um

Detalle de la fig. A, el exosporio (E) se observa en seccion, con una estructura no
homogénea (flechas) y el episporio (Ep), lacunoso, parcialmente desprendido del
exosporio. Escala: 5 um

Masula, la superficie presenta lomos amplios y perforaciones. Escala: 50 um
Detalle de la masula de la fig. D. La superficie presenta perforaciones de diferentes
diametros. Escala: 10 pm

Masula en seccion, con la pared del microsporangio adherida a la superficie (Pmi).
Hay una cavidad principal y varias menores, periféricas, de diversos didmetros. Las
cavidades estan tapizadas por una delgada ldmina. En una de las cavidades
periféricas se encuentra alojada una microspora (punta de flecha). Escala: 50 um
Detalle de una microspora incluida dentro de una masula. La superficie es rugulada.
Escala: 5 pm.

Detalle de la parte proximal de una microspora en seccion. Se observa el exosporio
(E), que esta engrosado en la lesura (punta de flecha). La superficie de la microspora

es rugulada y con verrugas en las proximidades de las lesuras (flecha). Escala: 1 pm.
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3.2. 4. Salvinia biloba

Salvinia biloba Raddi, Pl. Bras. Nov. Gen. 1, 1: 4. 1825.
Tipo: Rio de Janeiro (PI)
S. herzogii de la Sota, Darwiniana 12: 514. 1962.

Megasporas (Lam. 13; lam. 14, figs. A — G; lam. 15)

Son triletes, de 281.8 —435.7 um de didmetro polar y 300 — 339.3 um de didmetro ecuatorial,
con contorno circular y margen irregular en vista polar (Lam. 13, figs. A - C) y ovoides en
vista ecuatorial (Lam. 14, figs. A, B; lam. 15, fig. A). La superficie de la megaspora es

corrugada y presenta numerosas perforaciones de diametro variable (Lam. 13, fig. F).

Esporodermis (Lam. 14, figs. C — G; lam. 15).

Exosporio: Es de color castafio al observarse al microscopio estereoscopico. En seccion, es
de 4 —5.9 um de espesor. Con el MEB se observa la superficie verrucosa, con delicados
procesos baculiformes distribuidos sobre las verrugas y entre ellas (Lam.14, figs. D — F). Al
MET se pueden distinguir dos capas (Lam. 15, figs. D, E). La capa interna es delgada, de 60
— 130 nm de espesor, fuertemente osmiofilica. La capa externa constituye la mayor parte del

exosporio y presenta numerosos canales y cavidades en todo su espesor.

Episporio: Es de color blanco al microscopio estereoscopico. Es de 21.7 -78 um de espesor y
posee estructura lacunosa (Lam. 14, figs. A, B, C; lam. 15, figs. B, D). La superficie interna
posee proyecciones ramificadas (Lam. 14, fig. G).

En seccion, al MET, se pueden distinguir dos zonas, de acuerdo con el didametro de los
alvéolos. La zona interna es de grosor uniforme en toda la extension de la megaspora, de 4.6
—13.7 um, con alvéolos de 100 — 400 nm de didmetro (Lam. 14, fig. C; lam. 15, fig. D). La
zona externa es de grosor variable, entre 17 — 71 pum, con alvéolos de 2.1 — 3.2 pm de
diametro (Lam. 14, fig. C; lam. 15, fig. D).

En la parte proximal de la espora se encuentra una estructura compleja; en superficie
se observan tres facetas subtriangulares, con margenes lobados (Lam. 13, figs. A — D; lam.

14, figs. A, B; lam. 15, fig. A). La parte interna estd constituida por una proyeccion
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trirradiada, de 60 — 90 um de altura (Lam. 13, figs. C — E; lam. 14, fig. A; lam. 15, fig. A).
Entre la proyeccion interna y las facetas externas queda determinado un espacio (Lam. 13,
figs. B, D; lam. 14, fig. A; lam. 15, fig. A).

En seccion se observa al MEB que la estructura de ambas partes de esta proyeccion es
lacunosa (Lam. 13, figs. C, E; lam. 14, fig. A). Con MET se puede distinguir que la parte

interna presenta alvéolos de mucho menor didmetro (Lam. 15, figs. C, E).

Masulas (Lam. 14, fig. H)

Son cuerpos elipsoidales, de 144.6 — 212.2 um de longitud, de acuerdo a su eje mayor. En
seccion su estructura es lacunosa, con una o dos grandes cavidades centrales, de 70.2 — 96.9
pm de didmetro y numerosos alvéolos menores, de didmetro variable. La superficie de la
cavidad central de la masula y los alvéolos estan tapizados por una membrana y presentan

perforaciones. En algunos de estos alvéolos periféricos se alojan las microsporas.

Microsporas (Lam. 14, fig. I; lam. 16)
Triletes, de 15 — 26 um de didmetro, esferoidales. Cada lesura es de 7 — 11 pm de longitud.
Las microsporas presentan las lesuras orientadas hacia la superficie exterior de la masula. La

superficie es rugulada y a nivel de las lesuras se observan crestas (Lam. 14, fig. I).

Esporodermis (Lam. 16)
Exosporio: Es de 0.7 — 0.9 um de espesor, incrementandose hasta 1.6 um en la union de las
tres lesuras. En seccion, al MET, se distinguen dos capas. La capa interna es de 45 nm de
espesor, continua en toda la microspora, fuertemente osmiofilica. En el drea de la lesura esta
capa es mas gruesa. En la parte interna de la lesura se encuentran nddulos de material con
contraste similar al del exosporio interno. La capa externa posee canales con forma de arco
fusionados entre si en su parte mas profunda y hay canales simples de orientacion radial
hacia la superficie.

Sobre el exosporio se observd una capa delgada, formada por material de aspecto
fibrilar, osmiofilico, que rodea toda la microspora y forma sobre las lesuras las crestas

observadas en superficie.
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Observaciones: En varias megasporas de los ejemplares Forno s.n° (Prov. de Santa Fe,
Argentina) y Forno 25c las facetas proximales subtriangulares se encontraron separadas en
diversos grados, en algunos casos dejando expuesta la proyeccion trirradiada interna (Lam.
13, figs. A - C). La apertura provoca la ruptura de la pared del megasporangio.

La observacion de la superficie de megasporas y masulas se dificulta con frecuencia
porque las paredes de mega- y microsporangios se encuentran fuertemente adheridas a

estas estructuras.

Distribucion

La especie se distribuye dentro del area de estudio en la cuenca del Rio de la Plata,
noroeste de Argentina y centro, norte y oeste de Bolivia. El registro mds austral de esta
especie corresponde al sur de la prov. de Buenos Aires (Argentina). Su drea de distribucion
se superpone en gran medida con las de S. minima y S. auriculata. Dentro del Cono Sur se ha
citado la presencia de la especie en las siguientes regiones (fig. VII):
Argentina: provincias de Formosa, Chaco, Misiones, Corrientes, Santa Fe, Cérdoba, Entre
Rios, Buenos Aires.
Bolivia: departamentos de Pando, Beni, La Paz, Santa Cruz.
Brasil: estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul
Chile: region de Valparaiso
Paraguay: departamentos de Alto Paraguay, Cordillera, Central.
Uruguay: Departamentos de Treinta y Tres, Maldonado.

Material estudiado:

ARGENTINA: Buenos Aires, Mar del Plata, lag. de Ponce, s.f., Dickman s.n’ (S]). Isla
Martin Garcia, costa meridional, 28/07/1994, Hurrell et al. 1824 (BAB). Delta, Ao.
Carapachay, 04/1938, Lichtenstein 1557 (S1). La Plata, Isla Santiago, 09/10/1906, Pastore
103 (SI). Isla Martin Garcia, 08/12/1920, Spegazzini 23975 (BAB). Corrientes, Dto. San
Cosme, Ruta 12 y acceso a Paso de los Libres, 04/04/1995, Pellegrini 18 (LP). Chaco, Dto.
1° de Mayo, cerca del R. Traguadero, 01/11/1986, Charpin & Eskuche 20111 (SI).
Formosa, Guayaculee, 04/1919, Jorgensen 3348 (BA). Santa Fe, brazo del Parani,
03/1938, Burkart 9099 (SI). S.1. 21/04/1980, Forno s.n° (LP). Misiones, Cataratas del
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Iguazu, 01/11/1946, Capurro 43834 (BA). Dto. Iguazi, Ao. Tipicua, 27/01/1983,
Guaglianone, Tur y Carrillo 1035 (SI)

BRASIL: Rio Grande do Sul, Porto Alegre, BR116 Km 18,08/06/1978, Forno 25¢ (LP).
Cabo Frio, 21/04/1978, Forno 33c (LP). Pelotas, 17/03/1981, Forno s.n’ (LP). S.1., 1897,
Reineck 39 (SI)

CHILE: Region de Valparaiso, Limache, 28/05/1961, Looser 5791 (SI)

PARAGUAY: Central, Asuncion, 07/1938, Rojas 838 (SI). Lago Ipacaray, 12/1913,
Hassler 12418 (LP)

URUGUAY: Maldonado, S.1., 03/1981, Gamerro s.n° (LP). Treinta y Tres, Vergara,
1935, Herter 1609 (SI)
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LAMINA 13. Megasporas de Salvinia biloba Raddi observadas con MEB.

A-

Megaspora en vista polar proximal, cubierta por la pared del megasporangio (Pme),
parcialmente desgarrada. Las facetas proximales se encuentran apenas separadas.
Escala: 100 pm. Forno 25c (LP).

Megaspora en vista polar proximal. La megaspora estd cubierta por la pared del
megasporangio (Pme), reticulada. Se observan las tres facetas proximales (flechas),
parcialmente separadas, dejando ver la proyeccion interna (asterisco) y uno de los
engrosamientos en la zona de contacto entre facetas (punta de flecha). Escala: 100
um. Forno 25¢ (LP).

Megaspora en vista polar proximal, cubierta por la pared del megasporangio (Pme) y
con las facetas proximales parcialmente separadas. Las facetas presentan areas
fracturadas que permiten observar en el interior la proyeccion central interna
trirradiada (asterisco). Por debajo de la pared del megasporangio se evidencia un
engrosamiento que corresponde al area de contacto de dos facetas (punta de flecha).
Escala: 100 pm. Forno s.n° (LP).

Detalle de la megaspora de la fig. B. Las facetas externas de la proyeccion proximal
tienen margenes lobados, la parte interna trirradiada (asterisco) se observa por
debajo. Escala: 20 um. Forno 25¢ (LP).

Detalle de la megaspora de la fig. C. Se observa la proyeccion central en el area
proximal (asterisco), conformada por tres tabiques radiales, que se angostan hacia su
parte superior. En a parte inferior se evidencia la estructura lacunosa en un sector
fracturado. Escala: 10 um. Forno s.n’ (LP).

Detalle de la superficie de la megaspora, con lomos y perforaciones de diferentes
diametros. En la parte izquierda de la imagen se observa la pared del megasporangio
(Pme), parcialmente desprendida. Hacia la derecha se observa la pared fracturada.

Escala: 10 um. Forno s.n° (LP).
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LAMINA 14. Megasporas, masulas y microsporas de Salvinia biloba Raddi observadas con

MEB

Megaspora en seccion, en vista ecuatorial, con la zona proximal orientada hacia la
parte superior de la figura. La pared del megasporangio (Pme) estd adherida a la
superficie de la megaspora. En el sector proximal se observan la parte interna de la
proyeccion (asterisco) y dos de las facetas externas (flechas). Escala: 100 um. Forno
s.n’(LP).

Megaspora en seccion, en vista ecuatorial, con la parte proximal orientada hacia la
parte superior de la figura. El exosporio (E) se encuentra hundido y parcialmente
separado del episporio (Ep). Se observan las facetas proximales (flechas), en una de
ellas se distingue el margen lobado; en la de la izquierda, seccionada, se evidencia la
estructura lacunosa. Escala: 100 pm. Forno s.n° (LP).

Megaspora, pared en seccion. Se observan el exosporio (E) y el episporio (Ep). Sobre
la superficie se encuentra adherida la pared del megasporangio (Pme). Escala: 10
um. Forno s.n’ (LP).

Fractura de la pared que muestra el exosporio (E) en seccion y superficie y parte del
episporio (Ep). En el episporio se observa una zona inferior con alvéolos de menor
diametro (asterisco). Escala: 10 um. Forno 25¢ (LP)

Detalle de la pared en seccion. El exosporio (E) est4 desprendido del episporio (Ep).
La superficie del exosporio presenta verrugas y procesos delgados distribuidos
irregularmente. Escala: 2 um. Forno s.n° (LP).

Detalle de la superficie del exosporio, con verrugas (flechas) y delicados procesos
baculiformes. Escala: 1 um. Forno s.n’ (LP).

Detalle de la parte interna del episporio, con proyecciones ramificadas distalmente.
Escala: 2 pm. Forno s.n°(LP).

Parte de una masula en seccion. Sobre la superficie de la masula se encuentra la
pared del microsporangio (Pmi) adherida, en la parte inferior de la imagen se observa
que esta pared es reticulada. En el interior de la masula, en dos de los alvéolos
periféricos, se encuentran microsporas (puntas de flecha). Escala: 50 um. Forno s.n’

(LP).
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I- Detalle de una de las microsporas de la fig. H. Se observa la superficie del exosporio
rugulada, con delicadas crestas en las proximidades y sobre las lesuras (flecha).

Escala: 5 pm. Forno s.n° (LP).
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LAMINA 15. Megasporas de Salvinia biloba observadas con MO y MET. Ejemplar:
Forno 25¢ (LP)

A-

Megaspora en seccion, con la parte proximal orientada hacia arriba. Se observan las
facetas proximales (flechas), dos de ellas se en seccidon longitudinal mientras que la
tercera (hacia el centro) fue seccionada oblicuamente. Se observan ademds dos ramas
de la proyeccion interna (asteriscos). Escala: 100 pm

Seccidon que documenta la parte mas externa de la pared. Desde afuera hacia adentro
se observa la pared del megasporangio (Pme), bilamelada y con proyecciones y por
debajo el episporio (Ep), de estructura lacunosa. Escala: 10 um

Seccion transversal de la parte proximal de la megaspora. La estructura de las tres
facetas (puntas de flecha) es lacunosa, con numerosas perforaciones en los tabiques
de los alvéolos. En el centro de la imagen se observa parte de la proyeccion
trirradiada central (flecha). Escala: 10 um

Seccion de la parte interna de la pared de la megaspora. El exosporio posee una capa
interna (Ei) continua, electrodensa, delgada y una capa externa (Ee) de mayor
espesor, con canales (flecha). Por encima se ubica el episporio (Ep) lacunoso, con
una zona interna con alvéolos de menor diametro. Existen areas lameladas entre
alvéolos. Escala: 10 pm

Seccion transversal de la parte proximal de la megaspora, en una seccidn a nivel mas
profundo que la de la fig. C. Son visibles dos de las facetas externas (puntas de
flecha); en el centro se observa parte de la proyeccion trirradiada interna (flecha). La
estructura de ambos componentes es lacunosa, pero la parte interna de la proyeccion
presenta alvéolos de menor didmetro. Escala: 10 pm

Detalle del exosporio. La capa interna (Ei) es delgada y electrodensa. La capa
externa (Ee) presenta espacios con contenido osmiofilico. Algunos de estos espacios
fueron seccionados longitudinalmente (rectangulo) y otros de manera transversal

(circulo). Escala: 1 um
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LAMINA 16. Microsporas de Salvinia biloba Raddi observadas con MET. Ejemplar:
Forno 25¢ (LP)

A-

La pared de la microspora posee un exosporio (E) de margen irregular, de mayor
espesor en el area de la lesura. La superficie del exosporio se encuentra cubierta por
una capa delgada, electrodensa, parcialmente desprendida en algunas areas
(flechas). La microspora estd rodeada por la estructura lacunosa de la masula.
Escala: 5 pm

Detalle de la pared de otra microspora a nivel de la lesura. La capa interna del
exosporio (Ei) es homogénea, delgada y electrodensa. La capa externa (Ee)
presenta en su parte mas profunda un sistema de canales fusionados formando arcos
(puntas de flecha). Canales simples se abren hacia la superficie (punta de flecha
transparente). En la base de la lesura se evidencian nodulos de material con un
contraste similar al del exosporio interno. Sobre la superficie del exosporio se
encuentra una capa delgada, conformada por fibrillas de material electrodenso

(flecha). Escala: 1 pm
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3.2.5. Salvinia minima

Salvinia minima Baker, J. Bot. 24: 98. 1886.
Tipo: Mueller 479; Brasil, Santa Catarina, Itajahy (holotipo: K, isotipo: BM)
S. rotundifolia auct. non Willd.

Megasporas (Lam. 17)

Son triletes, de 178.6 — 294 um de diametro polary 188.1 —294.5 um de didmetro ecuatorial,
con contorno circular y margen irregular en vista polar y contorno romboidal a ovoide en
vista ecuatorial (Lam. 17, figs. A, C, F). La superficie presenta lomos bajos y perforaciones
(Lam. 17, fig. B). Las perforaciones son de didmetro variable, desde 100 nm hasta 5 pym y se

distribuyen mas densamente en el area ecuatorial (Lam. 17, fig. A).

Esporodermis (Lam. 17, figs. C - E).
Exosporio: Es de color castafio al observarse con microscopio estereoscopico. Al MEB, en

seccion es de aspecto homogéneo, de 3.2 — 6 um de espesor (Lam. 17, fig. E).

Episporio: Al microscopio estereoscopico es de color blanco. Observado en cortes al MEB
es de estructura lacunosa, de 11.1 — 74 um de espesor, con dos zonas diferenciables por el
diametro de sus alvéolos (Lam. 17, fig. E). La zona interna es de 2.6 — 9.1 um de espesor, con
alvéolos de 300 a 600 um de diametro. La zona externa constituye la parte principal de la
pared. Es de espesor variable en diferentes areas de la espora, desde 5.5 — 65 um y tiene
alvéolos de 2 — 7.2 um de didmetro (Lam. 17, figs. C, E).

Proximalmente la megaspora presenta una proyeccion compleja, con dos partes. En
superficie se observan tres facetas subtriangulares (Lam. 17, fig. A). Estas pueden estar en
algunos ejemplares reducidas a proyecciones laterales romas (Lam. 17, figs. C, D, F). Las
areas entre estas extensiones estdn engrosadas. Internamente hay una proyeccion central,

con un estrecho canal abierto a la superficie (Lam. 17, fig. D).

Masulas (Lam. 18, figs. A — D)
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Son cuerpos esferoidales a elipticos, de 150 — 197 um de longitud de acuerdo a su eje mayor
(Lam. 18, figs. A, B).

En seccion su estructura es lacunosa, con una o dos grandes cavidades centrales, de 44
— 123 pm de diametro y numerosos alvéolos menores de diametros variables (Lam. 18, fig.
B). La superficie de la cavidad central y de todos los alvéolos de la mésula estan tapizados
con una membrana y presentan perforaciones de didmetros variables. Las microsporas se
alojan dentro de algunos de los alvéolos mayores, de posicion periférica (Lam. 18, fig. B -

D).

Microsporas (Lam. 18, fig. D)

Triletes, esferoidales, de 16 — 36 pm de didmetro. Cada lesura es de 6 — 14 pm de longitud.
En los casos en que se observan las microsporas en secciones de masulas al MEB, las lesuras
se encuentran orientadas hacia la superficie externa de la masula. La superficie es rugulada,
con escasas perforaciones distribuidas irregularmente. En ocasiones pueden observarse

crestas sobre la superficie. Hacia el 4rea de las lesuras la ornamentacion es més marcada.

Esporodermis: En seccion, la esporodermis estd constituida por exosporio de 0.5 — 0.9 um

de espesor, engrosada hasta 2 um en las lesuras.

Observaciones: Con frecuencia la pared del megasporangio se encuentra adherida
fuertemente a la pared de la megaspora, al igual que la pared del microsporangio se adhiere

a la masula. Esto dificulta las observaciones de la superficie de megasporas y masulas.

Distribucion

La especie se distribuye desde el SE de Estados Unidos, México, Centroamérica hasta
Argentina y Uruguay. Su limite austral se encuentra a la altura de la provincia de Buenos
Aires (Argentina). La distribucion de esta especie coincide en gran medida con la de Salvinia
auriculata y S. biloba. Su presencia en el Cono Sur se ha citado en las siguientes regiones
(fig. VID):
Argentina: provincias de Formosa, Misiones, Santiago del Estero, Corrientes, Santa Fe,

Entre Rios, Buenos Aires. Citas dudosas (material estéril): Salta, Cordoba.
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Bolivia: departamentos de Beni, La Paz, Santa Cruz

Brasil: estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul

Paraguay: departamentos de Canindeyu, Cordillera, Central, Paraguari
Uruguay: departamento de Rio Negro

Material estudiado:

ARGENTINA: Buenos Aires, Cultivada Jard. Bot. Fac. Agron., proced. de la Isla Martin
Garcia, 22/03/1932, Burkart 4554 (SI). Punta Lara, 01/11/1942, Pérez-Moreau 43380
(BA). Corrientes, Esquina, Col. Libertador, Ao. Barrancas, 15/03/1975, Krapovickas
27829 (LP). Dto. Mburucuya, Ea. Santa Teresa, 28/11/1951, Pedersen 1356 (LP). Entre
Rios, Concepcion del Uruguay, Lag. de Ea. Calvendas, 12/1878, Lorentz 1753 (LP).
Formosa, Dto. Pilcomayo, S de Clorinda, 20/08/1946, Morel 1125 (LP). Dto. Pilcomayo,
06/01/1980, Guaglianone, Sancho y Zuloaga 391 (SI). Dto. Pilcomayo, 06/01/1980,
Guaglianone, Sancho y Zuloaga 415 (SI). Santa Fe, bajos del R. Salado, 25/11/1938,
Burkart 9072 (S1). Helvetia, 05/04/1958, Capurro 58227 (BA). Capital, Lag. Guadalupe o
Setabal, 30/12/1990, Tur 2053 (SI).

BRASIL: Rio Grande do Sul, Pelotas BR 471 Km 3, 06/06/1978, Forno 48c (LP)
PARAGUAY: Central, Asuncion, 20/01/1908, Hicken 4 (SI)

URUGUAY: S.1, s.f., Felippone s.n’ (SI)

Comentario general para todas las especies:

Durante la preparacion de las esporas para su estudio al microscopio Optico se
realizaron intentos de centrifugar megasporas y masulas de Salvinia auriculata, S. biloba 'y
S. minima. En todos los casos se observo la persistencia del material en la superficie del

liquido.
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LAMINA 17. Megasporas de Salvinia minima Baker observadas con MEB.

A-

Megaspora en vista ecuatorial, el polo proximal esta orientado hacia la parte superior
de la figura. La superficie presenta lomos y perforaciones de variados didmetros; en
el area ecuatorial se encuentra una mayor concentracion de perforaciones. Se observa
una de las facetas proximales (flecha) y una de las areas engrosadas de contacto entre
facetas (punta de flecha). Escala: 100 um. Guaglianone, Sancho y Zuloaga 415 (SI).
Detalle de la superficie, con perforaciones de variado didmetro. Escala: 10 pum.
Guaglianone, Sancho y Zuloaga 415 (SI).

Megaspora en seccidn, en vista ecuatorial, el polo proximal estd orientado hacia la
parte superior de la imagen. La pared es de espesor variable en las distintas areas de
la megaspora. En el area proximal se observan la parte interna de la proyeccion
(asterisco) y dos de las facetas externas (flechas). Escala: 50 um. Burkart 4554 (SI).
Detalle del area proximal de la megaspora de la fig. C. Se distingue una proyeccion
central (asterisco), la cual presenta un canal (doble flecha) abierto hacia la superficie
de la megaspora. A ambos lados se encuentran areas de estructura lacunosa que
forman las facetas externas (flechas). Escala: 20 um. Burkart 4554 (SI).

Detalle de seccion de la pared de la megaspora de la fig. C. El exosporio (E) se
observa homogéneo y compacto. El episporio (Ep) es lacunoso, con alvéolos de
menor diametro en su parte mas profunda (asterisco). La pared del megasporangio
(Pme), reticulada, esta firmemente adherida a la superficie de la megaspora. Escala:
10 um. Burkart 4554 (SI).

Megaspora en seccidn, en vista ecuatorial. En esta megaspora la pared es de espesor
variable en las diferentes areas, mas delgada en la zona ecuatorial y de mayor grosor
en el area distal. Se observan dos expansiones romas laterales (flechas) en el area

proximal. Escala: 50 um. Krapovickas 27829 (LP).
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Lamina 18
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LAMINA 18. Mésulas y microsporas de Salvinia minima Baker observadas con MEB

A- Masula cubierta por la pared reticulada del microsporangio. Escala: 50 um. Tur 2053

(LP).

B- Masula en seccion, de contorno subcircular. Se observan dos grandes cavidades

principales, tapizadas por una membrana, con grandes perforaciones y alvéolos de

menor diametro, periféricos. Las microsporas se encuentran alojadas en algunos de

los alvéolos periféricos (puntas de flecha). Escala: 50 um. Krapovickas 27829 (LP).

C- Detalle de tres de los alvéolos en la fig. B donde se observan microsporas. En la

microspora ubicada hacia la izquierda de la figura se observa el exosporio (E)

seccionado y parte de una de las lesuras (flecha). La estructura de la masula presenta

alvéolos de diferentes dimensiones y sobre la superficie se encuentra adherida la

pared del microsporangio (Pmi). Escala: 10 um. Krapovickas 27829 (LP).

D- Detalle de una microspora dentro de la masula. La superficie es rugulada, con

ornamentaciéon mas marcada en las proximidades de las lesuras (flecha) y algunas

perforaciones. Escala: 5 um. Morel 1125 (LP).
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Figura VII. Distribucion de las especies de Salvinia en el Cono Sur de Sudamérica
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3. 2. 6. Discusion

Los especimenes observados de Salvinia adnata tienen megasporangios y
microsporangios pequefios, oscuros y vacios. Estas observaciones coinciden con las de
Mitchell & Thomas (1972), que estudiaron material de esta especie (bajo el nombre de
Salvinia molesta Mitchell) proveniente de Rio de Janeiro (Brasil), Sri Lanka y Botswana y
con las de de la Sota (2001), quien examino especimenes del sudeste de Brasil.

En general, en las descripciones previas de megasporas de S. auriculata se
mencionaban su forma y dimensiones, las cuales responden a las observaciones del presente
trabajo. Tryon & Lugardon (1991) compararon las megasporas con las correspondientes a
Azolla, y resaltaron la semejanza entre ambas, aunque consideraron que en Salvinia las
megasporas presentan menor complejidad. Lupia et al. (2004) sefialaron al referirse a las
especies actuales de Salvinia que las megasporas poseen una “acrolamela tripartita”,
comparable a la columna de Azolla, pero no profundizaron detalles en la estructura de esta
proyeccion proximal.

Las estructuras proximales de S. auriculata, S. biloba y S. minima podrian compararse
con las mencionadas para algunas especies fosiles. Serian similares a las descriptas por Jain
& Hall (1969) en S. aureovallis del Eoceno de Dakota del Norte (Norteamérica). De acuerdo
a estos autores, en la parte basal de la proyeccidon proximal habria un canal estrecho, que
seria comparable con el observado en este estudio en las megasporas de S. minima. También
las facetas proximales observadas en superficie de las megasporas de las especies del Cono
Sur aqui estudiadas serian semejantes a las descriptas por Martin (1976b), sobre material
fosil de S. cobhamii, provenientes de sedimentos lacustres del Paleoceno Superior del Reino
Unido.

La ornamentacion de las megasporas de Salvinia auriculata, S. biloba y S. minima
difiere de las descriptas para las especies fosiles asignadas al género. Sin embargo, en las
megasporas de Salvinia cerebrata (Mioceno Medio) descriptas por Friis (1977) podria
existir un patron semejante de distribucion de los elementos superficiales. Tanto en esta
especie fosil como en las actuales aqui descriptas, independientemente de los elementos que

se observen en superficie, la ornamentacion es siempre mas marcada en el area ecuatorial.
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La presencia de dos capas en el exosporio de las megasporas en Salvinia biloba, una
interna delgada y otra externa con canales y cavidades, coincide con las observaciones de
Lugardon & Husson (1982), sobre megasporas de S. natans y de Lugardon (1972, 1974) en
helechos isosporados, quienes lo denominaron exosporio de tipo “blechnoide”.

La estructura lacunosa del episporio en S. auriculata, S. biloba y S. minima se ha
observado también en otras especies del género, tanto fosiles como actuales. En S. natans,
segun Stafford (2003), se diferencia una zona interna del episporio con alvéolos mayores,
mientras que el tamafio de éstos decrece hacia la periferia. En S. oblongifolia, estudiada por
de la Sota (1962a), los alvéolos van haciéndose progresivamente mayores hacia la periferia
de la espora. En la especie fosil S. cerebrata, descripta por Friis (1977) la estructura también
es lacunosa, con una gruesa zona basal de alvéolos de reducido tamaio y otra de alvéolos
mas grandes periféricos. Independientemente de las variaciones en el didmetro de los
alvéolos y su posicidn relativa en el episporio, todos estos ejemplos responden a un mismo
tipo de estructura lacunosa caracteristica del género.

Las variaciones observadas en la orientacion de las facetas proximales en Salvinia
biloba, desde completamente cerradas hasta separadas, exponiendo la proyeccion interna,
coincidirian con observaciones previas de Nasu & Seto (1976). Estos autores observaron
morfologias semejantes en S. natans y las relacionaron con diferentes estadios del proceso
germinativo.

La morfologia general y la estructura lacunosa de las masulas en Salvinia auriculata,
S. biloba y S. minima, con una o dos cavidades centrales principales, coinciden con las
descripciones generales hechas por Tryon & Lugardon (1991) para la primera de estas
especies. La estructura interna de las masulas es semejante a la de Salvinia oblongifolia (De
la Sota, 1962a), del norte de Brasil. Las caracteristicas anteriormente mencionadas de las
masulas de las especies actuales de Salvinia spp. del Cono Sur son ademas indistinguibles de
aquéllas de Salvinia sp. descriptas por Batten & Collinson (2001), provenientes de
sedimentos datados en el limite Paleoceno/Eoceno del norte de Europa.

La morfologia de las microsporas de todas las especies y su estructura coinciden con
las descriptas por Bonnet (1955) para Salvinia auriculata y son semejantes a las de S. natans
descriptas por Tryon & Lugardon (1991) y Stafford (2003). El exosporio presenta dos capas

y coincide con la estructura “blechnoide” observada por Lugardon & Husson (1982) en
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microsporas de S. natans y por Lugardon (1972, 1974) en esporas de helechos isosporados.
Sin embargo, la capa fibrilar, electrodensa, observada con MET sobre las microsporas de

Salvinia biloba no ha sido mencionada por otros autores.
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3. 3. MARSILEACEAE
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3. 3. 1. Consideraciones generales

Dentro de las Filicophyta, Marsileaceae constituye la familia més grande de helechos
heterosporados. Los primeros registros de fosiles de representantes de los géneros vivientes
se encuentran desde el Terciario inferior (Eoceno) y generalmente corresponden a mega- y
microsporas. Estudios filogenéticos llevados a cabo con datos morfoldgicos y moleculares
consideraron a Marsileaceae como un grupo monofilético (Rothwell & Stockey, 1994;
Pryer et al., 1995; Hasebe et al., 1995; Pryer, 1999). La mayoria de estos autores
propusieron una relacion mas estrecha entre Pilularia y Regnellidium, mientras ubicaron a
Marsilea como un grupo hermano de los anteriores.

La morfologia, estructura de las paredes y la secuencia del desarrollo de las esporas
de Regnellidium diphyllum fueron descriptas por Chrysler & Johnson (1939) utilizando el
microscopio Optico.

Pettitt (1966) analiz6 con MO la estructura y con MET la ultraestructura de las mega-
y microsporas de Marsilea quadrifolia y M. drummondii. El mismo autor describi6 el
desarrollo de las megasporas de M. drummondii (Pettitt, 1971) y el de las microsporas en
M. drummondii, M. fimbriata y M. glomerata (Pettitt, 1979).

Tryon & Tryon (1982) analizaron con MEB las esporas de Pilularia americana,
Regnellidium diphyllum y Marsilea macropoda. Presentaron imagenes de las esporas
observadas en superficie e hicieron referencia a la estructura de las paredes basados en
descripciones previas de otros autores.

En su estudio taxondmico de las especies de Marsilea que crecen en América,
Johnson (1986) incluyd una descripcion general de la forma de mega- y microsporas del
género y estimo las dimensiones de las esporas de cada especie.

Large & Braggins (1989) realizaron un estudio comparativo de la morfologia externa
(forma y dimensiones) de las esporas en algunas especies de Pilularia, entre ellas las
correspondientes a P. americana.

Tryon & Lugardon (1991) describieron las esporas de P. americana, Regnellidium
diphyllum y las de algunas especies de Marsilea no presentes en el area de estudio (M.
drummondii, M. macropoda y M. strigosa). Asimismo aportaron detalles de la

ultraestructura de las paredes a partir de observaciones con MET. Los autores mencionaron
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la idea de que la heterosporia en Marsilea se manifiesta en las diferencias en el namero y
tamafio de cada tipo de esporas producidas.

Schneider & Pryer (2002) realizaron un estudio comparativo abarcando 34 especies
de Marsileaceae. Entre ellas incluyeron a Pilularia americana, Regnellidium diphyllum,
Marsilea ancylopoda, M. crotophora, M. deflexa, M. mollis y M. polycarpa. Los autores
describieron la morfologia de mega- y microsporas, asi como algunas caracteristicas de sus
paredes acetorresistentes. Gran parte de este estudio fue dedicado a las caracteristicas de la

capa externa gelatinosa de las esporas, visible al producirse su hidratacion.

Marsileaceae Mirbel, Lamarck & Mirbel, Histoire Naturelle des Végétaux, Classés par
Familles 5: 126, 1803.
Tipo: Marsilea Linnaeus, Sp. P1. 2: 1099, 1753.

Marsilea L., Species Plantarum, 2: 1099. 1753.

Especie tipo: Marsilea quadrifolia L
Lemma Jussieu ex Adanson, Fam. 2: 21. 1763.
Zaluzianskia Necker, Hist. & Commentat. Acad. Elect. Sci. Theodor. Palat. 3:
303. 1775, non Zaluzianskya F. W. Schmidt, 1793.

Plantas rizomatosas acudticas o palustres, generalmente formando colonias mas o
menos densas. Rizomas rastreros, delgados, con ramificaciones en los nudos. Raices
originadas s6lo en los nudos en algunas especies y en nudos y entrenudos en otras. Peciolos
largos, erectos o decumbentes, frondes con dos pares de foliolos cuneados, dispuestos en
cruz, pulvinados en su base, glabras o pubescentes. En ocasiones con lineas rojizas
(hidropoten) en la epidermis abaxial de los foliolos de las frondes flotantes. Venacion
dicoétoma, ocasionalmente anastomosadas formando aréolas elongadas. Frondes fértiles
usualmente terrestres, raramente sumergidas. Esporocarpos duros, rectangulares a ovoides,
unidos en forma terminal al pedinculo o lateralmente, formando un rafe. A menudo
terminan en un diente romo. Soros encerrados en el esporocarpo, unidos a un soroforo
gelatinoso, dispuestos en dos hileras, con microsporangios en los margenes del soro y

megasporangios de posicion central. Microsporas 16 - 64 por esporangio, triletes,
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esferoidales. Megasporas, una por megasporangio, ovoides, con una prolongacion
proximal en forma de papila. Descripcion adaptada de Johnson (1986) y Alonso Paz &
Bassagoda (2002).

Pilularia L., Species Plantarum, 2: 1100. 1753.
Especie tipo: Pilularia globulifera L.

Plantas acuaticas o palustres, rizomatosas, con frondes filiformes. Esporocarpos axilares,
esferoidales, con 2 - 4 16culos dispuestos longitudinalmente. Cada loculo contiene un soro
con forma curvada, con megasporangios en su base y microsporangios en el apice.

Descripcion adaptada de Tryon & Tryon (1982).

Regnellidium Lindman, Arkiv for Botanik 3 (6): 2. 1904.
Especie tipo: Regnellidium diphyllum Lindman

Planta acuatica o palustre, con rizomas rastreros o sumergidos. Frondes con dos
foliolos opuestos, verde claro, coriaceos, subreniformes, cara adaxial glabra y abaxial
pilosa. Venacion dicotomica, circundada por una nervadura marginal. Peciolos largos,
pulvinados. Plantas provistas de latex. Esporocarpos duros, solitarios, ovoides, con el
pedunculo inserto a lo largo de uno de sus lados, glabro cuando maduro. Soros encerrados
en el esporocarpo, en numero de 12. Microsporas numerosas (usualmente 64), triletes,
esferoidales a ovoides, con una prolongacién proximal en forma de papila. Megasporas,
una por esporangio, esferoidales a ovoides, con una prolongacion proximal en forma de

papila. Descripcion adaptada de Alonso Paz & Bassagoda (2002).
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3. 3. 2. Marsilea ancylopoda

Marsilea ancylopoda A. Braun, Monatsber. Konigl. Preuss. Akad. Wiss. Berlin, 1863:
434. 1864.
Tipo: Guayaquil, Ecuador. Jameson 394. (G, isotipos: BM, G, K)
Marsilea concinna Baker, J. Bot. 24: 279. 1866.
Marsilea ernestii A. Braun, Monatsber. Konigl. Preuss. Akad. Wiss. Berlin, 1870:
746. 1871.
Marsilea berteroi A. Braun Monatsber. Konigl. Preuss. Akad. Wiss. Berlin, 1870:
747. 1871.
Marsilea mexicana A. Braun Monatsber. Konigl. Preuss. Akad. Wiss. Berlin, 1870:
747. 1871.
Zaluzianskia ancylopoda (A. Braun) Kuntze, Rev. Gen. Pl. 2: 823. 1891.
Zaluzianskia berteroi (A. Braun) Kuntze, Rev. Gen. P1. 2: 823. 1891.
Zaluzianskia ernestii (A. Braun) Kuntze, Rev. Gen. P1. 2: 823. 1891.
Zaluzianskia mexicana (A. Braun) Kuntze, Rev. Gen. PI. 2: 823. 1891.
Zaluzianskia concinna (Baker) Kuntze, Rev. Gen. P1. 2: 823. 1891.
Marsilea hickenii Herter, Anales Mus. Nac. Montevideo 2 (1): 379. 1952.

Megasporas (Lam. 19; 1am. 20; 1am. 21, figs. A — E)
Son de 425 - 500 um de diametro polar y de 220 - 325 um de didmetro ecuatorial; circulares
en vista polar y elipsoidales en vista ecuatorial. (Lam. 19, fig. A; l[am. 21, fig. A).

En el polo proximal se observa una papila con forma de domo, ancha y roma (Lam. 19,
figs. A, C; lam. 21, fig. A). Esta papila es de 20 - 55 um de altura y de 75 - 80 um de didmetro
basal.

La superficie de la megaspora presenta elementos granulares que forman un reticulo

bajo, poco marcado (Lam. 19, fig. B).

Esporodermis: (Lam. 19, figs. C, D; lam. 20, figs. A, B; lam. 21, figs. C - E).
Exosporio: es de 1.1 — 1.6 um de espesor, uniforme en toda la megaspora. Al MEB, en

seccion, es de aspecto compacto (Lam. 20, figs. A, B).
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Episporio: es de 17.9 - 20 um de espesor, uniforme en la mayor parte de la megaspora y se
adelgaza en el area abertural (Lam. 19, figs. A, C; lam. 21, fig. A). En seccion, el episporio
posee tres capas (Lam. 19, fig. D; lam. 20, figs. A, B; lam. 21, fig. D). La capa interna es de
0.9 — 1.9 um de espesor, compuesta por cordones delgados, de seccion circular, dispuestos
en forma compacta, tangenciales con respecto a la superficie de la espora (Lam. 20, fig. B).

La capa media del episporio es la de mayor grosor, de 16.6 — 18.5 um de espesor, con
estructura lacunosa. Estd compuesta por cordones semejantes a los de la capa interna,
dispuestos en diferentes direcciones, unidos en forma mas o menos densa formando placas o
tabiques. Los tabiques son alargados en sentido radial y determinan espacios de forma
tubular o prismatica, de 2 — 3.1 um de diametro (Lam. 19, fig. D; lam. 20, figs. A, B). Los
cordones al fusionarse parcialmente dejan interrupciones de diferentes didmetros que
interconectan los tabiques y los grandes espacios en esta pared. La capa externa es de 50 —
150 nm de espesor, con perforaciones. Al MEB se observa como una delgada lamina (Lam.

19, fig. D; lam. 20, fig. A; lam. 21, fig. D).

Microsporas (Lam. 21, figs. F — I; 1dm. 22; lam. 31, figs. A, B)

Son triletes, esferoidales, de 34 - 42 um de didmetro (Lam. 21, figs. F, G; lam. 31, figs. A,
B). Cada lesura es de 6 - 9 um de longitud, de brazos rectos o algo sinuosos. (Lam. 21, figs.
F, H). La superficie es verrucosa a rugulada (Lam. 21, figs. H, I). Algunos de los elementos
que componen la ornamentacion se fusionan lateralmente. En general la ornamentacion es

mas marcada en la cara distal.

Esporodermis: (Lam. 22)
Exosporio: es de 0.5 — 0.9 um de espesor. Observado con MET se evidencian cavidades en

su parte mas profunda y estd atravesado por canales en todo su espesor (Lam. 22, figs. A, B).

Episporio: estd compuesto por dos capas (Lam. 22, figs. A — C).
La capa interna es una ldmina de 100 nm de espesor, plegada. Los pliegues determinan
proyecciones huecas, alargadas en sentido radial, de 3 — 3.6 um de altura, con extremos

distales redondeados. Esta capa, observada al MET, posee en seccion una parte central poco
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contrastada y superficies interna y externa fuertemente osmiofilicas. Entre los pliegues, y en
los espacios entre el episporio y exosporio se observa una delicada red de fibrillas.

La capa externa es de 10 nm de espesor. Al MET se observa que es lamelar, esta
integrada por una serie de membranas osmiofilicas superpuestas, con depositos de material

electrodenso de tamarfo variable.

Observaciones: En uno de los ejemplares estudiados (Burkart 8020) se obtuvieron
megasporas de dos esporocarpos diferentes, ambos maduros. En uno de ellos (esporocarpo 1,
lam. 21, fig. A) las megasporas presentan el aspecto tipico observado en el resto de los
ejemplares de esta especie. Las megasporas son de forma elipsoidal, en seccion la pared es
de grosor uniforme, excepto en el area de a papila, donde se adelgaza. En el otro esporocarpo
(esporocarpo II, lam. 21, figs. B - E), las megasporas son de forma ovoide y la papila es
conica. El episporio presenta distinto espesor segun el area de la espora, es mayor a ambos
lados de la papila proximal. En el area proximal el episporio estd constituido por
laminaciones que determinan espacios alargados radialmente (Lam. 21, fig. C). El episporio
en el area distal estd constituido por tabiques que determinan alvéolos de extremos distales
convexos (Lam. 21, fig. D). Las unidades estructurales del episporio (cordones) son de
mayor didmetro que en los otros ejemplares analizados. Estos cordones estan unidos mas
laxamente, dejando grandes espacios. La presencia de sustancias oleosas enmascara la

estructura del episporio hacia la superficie.

Distribucion
La especie se encuentra desde Florida y México, América Central y del Sur, hasta Argentina.
Su limite austral se encuentra en la provincia de Chubut (Argentina).

De acuerdo al material de herbario examinado se puede confirmar la presencia de esta
especie en las provincias de Entre Rios (Burkart 24702 S1; Spegazzini 20889 BAB) y Jujuy
(Cabrera et al.26139 LP) y hay un ejemplar colectado en la provincia de La Pampa (Troiani
9125, SRFA) (no visto).

En el Cono Sur se ha citado la presencia de esta especie en las siguientes regiones:

(Figura VIII).
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Argentina: provincias de Jujuy, Salta, Formosa, Chaco, Corrientes, Santa Fe, Cérdoba,
Entre Rios, San Luis, Mendoza, Buenos Aires, La Pampa, Rio Negro, Chubut.

Bolivia: departamento de Cochabamba

Brasil: estado de Rio Grande do Sul

Paraguay: departamentos de Chaco Paraguayo, Concepcion, Central

Uruguay: departamentos de Artigas, Salto, Tacuarembd, Paysandu, Cerro Largo, Soriano,

Rocha, Colonia, San Jos¢, Canelones, Montevideo.

Material estudiado:

ARGENTINA: Buenos Aires, La Plata, 10/1917, s.n. 17791 (LP). Roque Pérez,
24/04/1958, s.n. 5898 (BAB). S.1., s.f., Cabrera 10015 (SI). La Libertad, s.f., Capurro
37986 (BA). Camino a Punta Indio, 10/1936, Dawson 327 (LP). San Miguel del Monte,
1950, Guarrera 29298 (BA). La Plata, 26/08/1906, Pastore 100 (SI). Junin, 20/09/1982,
Telleria 50 (LP). Mar del Plata, 15/11/1930, Hicken 27548 (SI). Capital Federal, 11/1930,
Burkart 3345 (SI). 05/1895, Spegazzini 17794 (LP). Boca del Riachuelo, 10/1880,
Spegazzini 17795 (LP). Lag. de la Chacarita, 20/11/1906, Renaco s.n’(SI). Cérdoba, S.1.,
06/11/1952, Mazzuconi 237 (BAB). Cintra, 12/03/1966, Partridge s.n° (BA). Corrientes,
Yapeyu, 11/11/1936, Burkart 8020 (SI). Dto. Mburucuy4, Ea. Santa Teresa, 15/06/1951,
Pedersen 1109 (SI). Empedrado, La Yela, 11/8/1971, Pedersen 9823 (LP). Chaco,
Fontana, 08/1932, Meyer 24741 (SI). Resistencia, 08/09/1976, Volkheimer s.n’ (BA).
Colonia Benitez, 11/09/1950, Diem 1604 (BAB). Colonia Benitez, 09/1930, Schultz 64
(SI). Chubut, Peninsula de Valdés, 25/10/1977, Bertiller e Irisarri 821 %. Entre Rios,
S.1., s.f.,, Burkart 24702 (SI). Formosa, Ing. Juarez, 10/01/1957, Burkart 20188 (SI).
Jujuy, Dto. Capital, La Almona, 19/04/1975, Cabrera et al. 26139 (LP). Mendoza, Payin
Matru 30/01/1941, Castellanos s.n° (BA). Rio Negro, Dto. Alsina, R.N. 250, Co.
Campanin, 09/11/1988, Correa et al. 9580 (BAB). Gral. Conesa, 01/1916, Scak I (LP).
Salta, Dto. Anta, Parque Nacional El Rey, 17/04/1987, Palaci 950 (LP). San Luis,
Pancanta, 25/11/1919 Pastore 416 (BA). Santa Fe, Lag. de la Gallareta, 05/01/1937,
Castellanos s.n° (BA). Helvecia, 12/03/1965, Tur 696 (LP).

BRASIL: Rio Grande do Sul, San Gabriel, s.f., Rambo 1283 (PACA).
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PARAGUAY: Central, Asuncion, 02/03/1908, Hicken 3 (SI). Asuncién, Parque del
Jardin Botanico, 08/1938, Rojas 1632 (SI). Asunciéon, Puerto Sajonia 10/1919, C.
Spegazzini s.n’ (LP).

URUGUAY: Montevideo, 1935, Herter 6552 (SI).
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LAMINA 19. Megasporas de Marsilea ancylopoda A. Braun observadas con MEB.
Ejemplar: Palaci 950 (LP).

A-

Megaspora en seccion, en vista ecuatorial. Hacia la parte izquierda de la imagen se
observa la papila en el polo proximal. El episporio se adelgaza en el area de la
papila. Escala: 100 um.

Detalle de la superficie reticulada. Escala: 5 pm.

Detalle del 4rea de la papila. Se observan el exosporio (E) y el episporio (Ep), que
en esta area es mas delgado que en el resto de la megaspora. Escala: 10 pm.
Seccion tangencial de pared. Hacia la izquierda de la imagen se observa la
superficie reticulada, con la capa externa lamelar, delgada (flecha). Hacia el centro
y derecha de la imagen, la capa externa esta ausente y se observan los espacios
tubulares internos (Epm). En el extremo derecho puede verse el episporio interno
(punta de flecha), con cordones dispuestos desordenadamente, tangenciales a la

superficie de la megaspora. Escala: 5 ym
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LAMINA 20. Megasporas de Marsilea ancylopoda A. Braun observadas con MEB.
Ejemplar: Mazzuconi 237 (BAB)

A-

Seccion de pared. Se observan el exosporio (E) y las capas interna (Epi) y media del
episporio (Epm), conformadas por cordones. La capa media del episporio presenta
espacios alargados en direccion radial. La capa mas externa del episporio (punta de
flecha) es lamelar y continua y se evidencia sobre los espacios de la capa media.
Escala: 5 um.

Detalle de la seccion de pared de la fig. A. Se observan el exosporio (E) y el
episporio interno (Epi) con cordones, algunos de ellos estirados (flecha), en
conexiéon con la superficie del exosporio. El episporio medio (Epm) esta
conformado por cordones parcialmente fusionados, dejando entre si espacios de

diferentes diametros. Escala: 1 pm.
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LAMINA 21. Megasporas y microsporas de Marsilea ancylopoda A. Braun observadas
con MEB. Ejemplar: Burkart 8020 (LP).

A-

Megaspora en seccion, proveniente del esporocarpo I, Burkart 8020 (LP), en vista
ecuatorial. La megaspora es elipsoidal, con una papila proximal roma. La pared es
de grosor uniforme excepto en la papila, donde es mas delgada. Escala: 100 pum.
Megaspora en seccion, proveniente del esporocarpo 11, Burkart 8020 (LP), en vista
ecuatorial. La megaspora es ovoide, con una papila cénica. La pared posee
diferente espesor en las distintas areas de la megaspora, es de grosor uniforme en
las areas distal y ecuatorial y es mayor hacia el area proximal. Escala: 100 pm.
Seccidn de pared de 1la megaspora de la fig. B, en la zona proximal. Se observan el
exosporio (E) y el episporio, con las capas interna (Epi) y media (Epm). La capa
media esta formada por cordones en su parte basal y laminaciones que determinan
espacios alargados radialmente hacia el exterior. La flecha indica elementos del
episporio interno estirados y adheridos al exosporio. Escala: 20 um.

Seccion de pared de la megaspora de la fig. B, detalle de la zona distal. Se observan
el exosporio (E) y el episporio interno (Epi), integrado por cordones; los cordones
seccionados dan un aspecto granular a esta capa. El episporio medio (Epm)
presenta cordones gruesos hacia la parte inferior y laminaciones que determinan
espacios radiales, de menor altura que las observadas en el area proximal. El
episporio externo (Epe) es una capa delgada, continua. Escala: 5 pm.

Seccion de pared, detalle de fig. C. Se observan el exosporio (E) compacto y el
episporio interno (Epi) y medio (Epm). La parte inferior del episporio medio posee
cordones gruesos unidos laxamente. Escala: 5 pm.

Microspora en vista proximal. Escala: 10 pm.

Microspora en vista distal. Escala: 10 pm.

Detalle de la microspora de la fig. F. Se observan las lesuras y la superficie rugulada
a verrucosa. Escala: 2 um.

Detalle de la microspora de la fig. G. La superficie es rugulada a verrucosa. Escala:

5 um.
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LAMINA 22. Microsporas de Marsilea ancylopoda A. Braun observadas con MET.
Ejemplar: Palaci 950 (LP)

A-

Seccion de pared. Se observan el exosporio (E), con canales (flechas blancas) y
cavidades (recuadro) en todo su espesor. Por encima del exosporio se encuentra la
capa interna del episporio (Epi), conformada por una ldmina con margenes
electrodensos y una parte central menos contrastada, plegada. Sobre las superficies
de esta lamina se observa una red de fibrillas delicadas. En algunos sectores la red
de fibras se encuentra parcialmente desprendida (flechas). La capa externa del
episporio (Epe) es delgada, formada por delicadas membranas osmiofilicas. Escala:
0.5 pm.

Seccion de pared, se observan el exosporio (E) y el episporio interno (Epi),
plegado. Entre el exosporio y episporio, y entre los pliegues del episporio interno se
observa una red de fibrillas, mas densa en algunos sectores y desprendida en otros
(flecha). Hacia la superficie se observa el episporio externo (Epe), conformado por
membranas superpuestas, que sigue el contorno de los pliegues del episporio
interno y en un sector estd interrumpido. Escala: 0.5 pm.

Parte externa de la pared, con episporio interno (Epi) y externo (Epe). El episporio
externo presenta un espesor no uniforme y estd compuesto por membranas

osmiofilicas. Escala: 0.5um.
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3. 3. 3. Marsilea crotophora

Marsilea crotophora D. M. Johnson, Syst. Bot. Monogr. 11. 1986.
Tipo: Brasil, Mato Grosso do Sul, Corumba. Hatschbach & Sherer 30470. (US, isotipos:
LP, C, M, MICH, NY, UC)

Megasporas (Lam. 23; lam. 24)

Son de 400 — 493.3 um de diametro polar y 269.6 — 366.7 um de diametro ecuatorial,
circulares en vista polar y elipsoidales en vista ecuatorial (Lam. 23, figs. A, E). En el polo
proximal se observa una estructura en forma de papila, conica, de 43.5 — 80 um de altura y
106 —166.7 um de diametro en su base, con un anillo de 16.9 pm de espesor, que la circunda
hacia la mitad de su altura (Lam. 23, figs. A, B). La superficie de la megaspora es reticulada,

con muros de escasa altura constituidos por granulos (Lam. 23, figs. C, D).

Esporodermis: (Lam. 23, fig. E; 1am. 24, figs. A, B).

La esporodermis consta del exosporio, delgado y el episporio, de gran espesor, que
constituye la mayor parte de la pared de la espora.

Exosporio: en seccion es de 0.6 — 1.3 pum de espesor, observado al MEB es de aspecto
homogéneo y compacto (Lam. 24, fig. A).

Episporio: es de espesor variable, mas grueso en el tercio proximal de la megaspora. Se
adelgaza en el polo proximal hasta 1.4 pm y se separa del exosporio, formando la estructura
en forma de papila (Lam. 23, fig. E; 1am. 24, fig. B).

En las areas distal y ecuatorial el episporio es de 22.6 - 29.5 um de espesor y esta
integrado por tres capas (Lam. 24, fig. A). La capa interna, de 2.4 — 4.5 um de espesor, esta
constituida por cordones dispuestos en forma compacta, tangenciales con respecto a la
superficie del exosporio.

La capa media de episporio es de 20.2 —25 pm de espesor. Esta formada por cordones
semejantes a los de la capa interna, dispuestos en diferentes direcciones, anastomosados
desordenadamente formando tabiques. Estos tabiques a su vez determinan espacios

alargados en sentido radial, de 4.6 — 5.9 um de didmetro, tubulares o prismaticos. Los
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extremos distales de los espacios prismaticos de esta capa forman el patrén reticulado que se
observa en superficie (Lam. 23, fig. C).
La capa mas externa es delgada, de 400 — 700 nm de espesor, continua (Lam. 23, fig.

Q).

Microsporas (Lam. 25)

Son triletes, esferoidales, de 33 - 56.5 pm de diametro (Lam. 25, figs. A, C). Cada lesura
mide 6 - 12.5 um de longitud. La superficie es variable en tipo y altura de los elementos que
la conforman. Segln las esporas, estos elementos pueden ser clavas (Lam. 25, figs. A, B),
bacula o verrugas (Lam. 25, figs. C, D) y hay ademads escasas perforaciones de distribucioén

irregular.

Esporodermis: (Lam. 25. figs. E, F)
Exosporio: En las fracturas de pared observadas al MEB el exosporio se encuentra retraido,
separado del episporio (Lam. 25, fig. E). La superficie del exosporio es rugulada, con

algunas perforaciones (Lam. 25, fig. F).

Episporio: En seccion, observado al MEB, esta constituido por una ldmina delgada de 200
nm de espesor, plegada formando proyecciones radiales, de 2.6 - 3.8 um de altura, con

extremos dilatados (Lam. 25, figs. E, F). Por encima se encuentra una capa lamelar, delgada.

Observaciones: En las microsporas la capa externa lamelar atenta el relieve de los pliegues
subyacentes, con lo que determina una superficie verrucosa. En algunas microsporas, sin
embargo, la capa externa se encuentra desgarrada y los extremos de las proyecciones del
episporio constituyen directamente la superficie de la microspora, observandose entonces

como clavas (Lam. 25, figs. B).
Distribucion

La especie se extiende desde México, América Central, Venezuela, el oeste de Brasil,

Bolivia y Paraguay.
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En el Cono Sur se ha citado la presencia de esta especie en las siguientes regiones (Fig.
VII):

Bolivia: departamento de Beni, Santa Cruz

Brasil: estado de Parana

Paraguay: departamento Central

Material estudiado:

BOLIVIA: Santa Cruz, Prov. Nuflo de Chavez, 1 km al E de San Ramoén, 16° 38° 15” S,
62°27° W. 07/07/1991, Arroyo y Menacho 36 (LP).

BRASIL: Mato Grosso, Corumba, 14/10/1972, Hatschbach & Scherer 30470 (LP),
(isotipo).

PARAGUAY: Central, Asuncion, 03/1940, Rojas 8828 (SI).
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LAMINA 23. Megasporas de Marsilea crotophora D.M. Johnson observadas con MEB

A-

Megaspora en vista ecuatorial. Hacia la izquierda de la imagen se observa la papila.
Escala: 100 um. Arroyo y Menacho 36

Detalle de la fig. A. La papila es conica, con un anillo engrosado hacia la mitad de
su altura (flecha). Escala: 20 um. Arroyo y Menacho 36

Vista superficial de una megaspora, se observa la parte externa del episporio (Epe),
lamelar, que conforma la superficie. En el sector inferior de la imagen falta el
episporio externo y queda expuesto el episporio medio (Epm), del que se observan
los extremos de los tabiques. Escala: 20 um. Rojas 8828

Detalle de la superficie, con un reticulo poco marcado, con elementos granulares.
Escala: 5 um. Arroyo y Menacho 36

Megaspora seccionada, en vista ecuatorial. La pared posee un espesor uniforme en
las areas distal y ecuatorial y se adelgaza en la papila proximal, observada a la

izquierda de la imagen. Escala: 50 um. Arroyo y Menacho 36
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LAMINA 24. Megasporas de Marsilea crotophora D. M. Johnson observadas con MEB

A-

Seccion de pared. El exosporio (E, punta de flecha) es compacto, el episporio
interno (Epi) estd integrado por cordones. En el episporio medio (Epm) los
cordones estan parcialmente fusionados y forman tabiques que determinan espacios
prismaticos, alargados radialmente. En los tabiques, entre los cordones, se observan
espacios de diferentes didmetros. Escala: 10 um. Arroyo y Menacho 36

Detalle de la megaspora de la Lam. 23, fig. E. Seccion de la pared en el 4rea de la
papila. El exosporio (E) y el episporio (Ep) se encuentran parcialmente separados.
El episporio en la papila es de espesor reducido. Escala: 20 um. Arroyo y Menacho

36
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LAMINA 25. Microsporas de Marsilea crotophora D.M. Johnson observadas con MEB

Microspora en vista distal. Escala: 10 um. Hatschbach & Scherer 30470

Detalle de la fig. A. La superficie de la microspora estd integrada por verrugas,
bacula y clavas. Escala: 2 um. Hatschbach & Scherer 30470

Microspora en vista distal. Escala: 10 um. Arroyo y Menacho 36

Detalle de la fig. C. La superficie de la microspora es verrucosa. Escala: 2 pm.
Arroyo y Menacho 36

Microspora con el exosporio (E) colapsado y episporio (Ep) desprendido. El
exosporio presenta una superficie rugulada. El episporio esta constituido por una
lamina delgada, plegada conformando proyecciones. Escala: 10 um. Hatschbach &
Scherer 30470

Microspora con parte del episporio (Ep) desprendido. Se observa el exosporio (E),
con perforaciones en su superficie (flechas). En el episporio se observan las
proyecciones huecas, con forma de bacula, clavas o verrugas. Escala: 5 pm.

Hatschbach & Scherer 30470
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3. 3. 4. Marsilea deflexa

Marsilea deflexa A. Braun, Monatsber. Konigl. Preuss. Akad. Wiss. Berlin, 1863: 421.
1864.
Tipo: Brasil, Piaui, 1839. Gardner 2760 (G, isotipos: BM, G, K, P)

Marsilea striata Mettenius, Ann. Sci. Nat. Bot., sér. 5, 3: 310. 1865.

Zaluzianskia deflexa (A. Braun) Kuntze, Rev. Gen. P1. 2: 823. 1891.

Megasporas (Lam. 26, figs. A — D; lam. 27)

Son de 367 - 514 um de diametro polar y 267 - 440 um de diametro ecuatorial, circulares en
vista polar y elipsoidales en vista ecuatorial (Lam. 26, figs. A, C). En el polo proximal se
observa una estructura en forma de papila roma, trapezoidal, de 36 - 64 um de altura y 116 -

160 pm de diametro basal, con un anillo en su parte media (Lam. 26, fig. B).

Esporodermis: (Lam. 27).
Exosporio: es de 0.6 — 1 um de espesor. Observado al MEB, en seccion, es de aspecto

homogéneo, compacto (Lam. 27, fig. C)

Episporio: es de grosor uniforme en las areas distal y ecuatorial, de 18.5 - 21.6 um de espesor
y se adelgaza en el area de la papila, hasta cerca de 1 um. (Lam. 27, fig. A).

En las éareas distal y ecuatorial presenta tres capas. La interna es de 1.5 - 3.8 um de
espesor y esta constituida por cordones de seccion circular dispuestos tangencialmente con
respecto a la superficie de la espora (Lam. 27, fig. E).

La capa media es de 15.5 - 20 um de espesor. Esta conformada por cordones
semejantes a los de la capa inferior, unidos en forma desordenada conformando tabiques.
Estos tabiques determinan espacios alargados radialmente, de 2.5 - 5 um de didmetro (Lam.
27, figs. A, B).

La capa externa es delgada, de 300 nm de espesor, continua y cubre los extremos de los

espacios radiales de la capa media (Lam. 27, fig. B).

Microsporas (Lam. 26, figs. E — [; lam. 28; lam. 31, figs. C, D)
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Son triletes, esferoidales, de 36 - 68 um de didmetro (Lam. 26, figs. E, F). Las lesuras son de
4 - 20 um de longitud. La superficie presenta verrugas, pila, clavas o bacula (Lam. 26, figs.
F, G, I).

Se observan elementos esferoidales, de 4 — 22 um de didmetro tanto en la superficie de
las microsporas como libres dentro del microsporangio (Lam. 26, figs. E, F; lam. 31, figs. C,
D). La superficie de los mismos presenta una ornamentacion similar a la de las microsporas,
pero con elementos de mayor tamano (Lam. 26, fig. F). Los elementos esferoidales
observados al MO, presentan un contraste semejante al del episporio de las microsporas

(Lam. 31, figs. C, D).

Esporodermis: (Lam. 26, figs. E, G — I; lam. 28)

Exosporio: La superficie es irregular, escabrada (Lam. 26, fig. G). En seccion, es de 500 -
800 nm de espesor. Al MET se observan dos capas (Lam. 28, figs. B - D). La capa interna es
muy delgada, mas evidente en el area de las lesuras. La capa externa presenta canales de
orientacion radial en todo su espesor y cavidades. Por debajo de las lesuras se observan

granulos de material con contraste semejante al del exosporio (Lam. 28, fig. C).

Episporio: Esta constituido por dos capas. La interna es una ldmina delgada, de 100 nm de
espesor, plegada (Lam. 26, figs. G — [; lam. 28, fig. 1). Al MEB se observa que los pliegues
forman proyecciones huecas, alargadas en sentido radial, es de 1.5 - 4.4 um de altura, de
extremos redondeados. Al MET se observa que entre los pliegues del episporio, y entre éstos
y la superficie del exosporio se encuentra una red de fibrillas delgadas (Lam. 28, figs. A, B)

Por encima de los pliegues se encuentra la capa externa delgada, lamelar, que se
dispone siguiendo sus contornos (Lam. 26, figs. H, [; lam. 28, fig. A).

En el ejemplar Fontana 770 se observd con MET que el exosporio y el episporio estan
unidos en la lesura (Lam. 28, fig. B). Ambas paredes ademds presentan un contraste

semejante.

Observaciones: Megasporas: En el episporio de las megasporas con frecuencia se observan
sustancias entre los cordones de la capa media, que dificultan la visualizacion de las

estructuras subyacentes (Lam. 27, fig. C).
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Microsporas: En algunos ejemplares la capa mas externa de la esporodermis estd ausente o
se encuentra parcialmente desgarrada, exponiendo los pliegues de la capa interna (Lam. 26,
fig. I). En estos casos superficie de la microspora se observa como baculada, clavada o
pilada.

En los ejemplares estudiados se han observado dentro de cada microsporangio pares

de microsporas con exosporios individuales pero que comparten un mismo episporio.

Distribucion

Se la encuentra desde México hasta el noreste de Argentina. En el Cono Sur se ha
citado la presencia de esta especie en las siguientes regiones (Figura VIII):
Argentina: provincia de Corrientes

Paraguay: departamentos de Alto Paraguay, Concepcion, Itapta

Material estudiado:

Para el estudio de esta especie se incluyo un ejemplar del norte de Sudamérica, ya que s6lo
pudo obtenerse un unico ejemplar perteneciente al area de estudio.

ARGENTINA: Corrientes, Dto. Capital, paraje El Perichon, 25/05/1989. Fontana 770
(CTESN).

VENEZUELA: Guaiarico, Km 239 of San Fernando-Calabozo highway, 36 Km N of
Camaguan, s.f., Johnson 794 (CTES).
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LAMINA 26. Megasporas y microsporas de Marsilea deflexa A. Braun observadas con

MEB

A-

B-

Megaspora en vista ecuatorial, con el polo proximal orientado hacia la izquierda de
la imagen, donde se observa la papila. Escala: 100 um. Fontana 770 (CTESN).
Detalle de la megaspora de la fig. A. Se observa la papila, con un anillo en su parte
media (flecha). También se evidencia la superficie de la megaspora, reticulada.
Escala: 20 um. Fontana 770 (CTESN).

Megaspora seccionada, en vista ecuatorial. El espesor del episporio es uniforme en
toda la megaspora, excepto en la papila (parcialmente rota), donde se adelgaza
(flecha). Escala: 100 um. Fontana 770 (CTESN).

Detalle de la superficie de la megaspora Escala: 10 um. Ejemplar: Fontana 770
(CTESN).

Tres microsporas con el episporio (Ep) fracturado, el exosporio (E) se encuentra
colapsado y es parcialmente visible. En la microspora ubicada en el centro se
observan cuerpos esferoidales de diferentes tamafios, con una superficie semejante
a la de las microsporas. Escala: 20 um. Johnson 794 (CTES)

Microspora; la superficie es verrucosa. Sobre la microspora se encuentra un cuerpo
esferoidal, con ornamentacién semejante a la de la microspora, pero con elementos
de mayores dimensiones. Escala: 10 um. Johnson 794 (CTES)

Detalle de una fractura de la pared de una microspora. Se observa el exosporio (E)
en superficie, escabrado y la capa plegada que conforma el episporio interno (Ep).
Escala: 2 ym. Fontana 770 (CTESN)

Detalle de la fig. E. Se observan el exosporio de la microspora (E), con superficie
escabrada y a la izquierda, el episporio, con la capa interna (Epi), compuesta por
una ladmina plegada, que forma proyecciones huecas y la capa externa (Epe)
delgada. Escala: 5 um. Johnson 794 (CTES)

Detalle de una fractura del episporio de la misma microspora que en figs. E y H. Se
observan la capa externa del episporio (punta de flecha) que cubre los pliegues de la

capa interna (Ep). Escala: 2 pum. Johnson 794 (CTES)
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LAMINA 27. Megasporas de Marsilea deflexa A. Braun observadas con MEB

A-

Seccion de la megaspora, en el area proximal. Se observa la estructura del episporio
medio (Epm), con espacios radiales y el adelgazamiento de esta pared en la zona de
la papila (punta de flecha). Escala: 20 um. Fontana 770 (CTESN).

Seccion de pared. Se evidencia el episporio medio (Epm) con tabiques que
determinan espacios alargados, radiales. En los tabiques se observan los cordones
como procesos delgados (flecha), parcialmente cubiertos por alguna sustancia.
Hacia la superficie se encuentra la parte externa del episporio, una capa delgada
continua (punta de flecha). Escala: 10 um. Johnson 794 (CTES)

Detalle de la parte mas interna de la pared. Se observan el exosporio (E)
homogéneo, el episporio interno (Epi) conformado por cordones, vistos en seccion
y el episporio medio (Epm), cubierto por una sustancia que dificulta la

visualizacién de su estructura. Escala: 1 um. Fontana 770 (CTESN).
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LAMINA 28. Microsporas de Marsilea deflexa A. Braun observadas con MET. Ejemplar:
Fontana 770 (CTESN)

A- Seccidn de pared. Se observan el exosporio (E) y sobre éste el episporio interno
(Epi) conformado por una lamina plegada. Hacia la superficie se encuentra una
capa lamelar (flecha), que sigue el contorno de algunos de los pliegues. Escala: 0.5
um

B- Seccion de pared en el area de una lesura. El exosporio (E) tiene canales en todo su
espesor (puntas de flecha) y se proyecta en la lesura. El exosporio y el episporio
(Ep) se encuentran unidos (flecha) y ambas paredes presentan un contraste
semejante. Sobre la superficie del exosporio y en el episporio se observan fibras
cortas, osmiofilicas. Escala: 1 um

C- Detalle de la pared en una lesura. El exosporio presenta una capa interna (Ei1) delgada
y una externa (Ee) con numerosas cavidades en su parte basal, rellenas con material
osmiofilico. Por debajo de la lesura se observan granulos de material con un
contraste semejante a los del exosporio externo (puntas de flecha). Escala: 0.5 pm.

D- Detalle del exosporio, con una capa interna (Ei) delgada y una capa externa (Ee) de

mayor espesor, con cavidades (flecha) y canales. Escala: 0.25 um.
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3.3.5. Marsilea mollis

Marsilea mollis Robinson & Fernald, Proc. Amer. Acad. 30: 123. 1895.
Tipo: México, Chihuahua, San Diego. Hartman 604 (GH, isotipos: BM, F, GH, MICH,
MSC, NY, UC, US).

Marsilea fournieri C. Chr., Index Filic. 418. 1906.

Marsilea punae Sota, Darwiniana 20 (1-2): 226. 1976.

Megasporas (Lam. 29, figs. A — D; lam. 30, figs. A, B)

Son de 450 - 605 pm de diametro polar y 320 - 498 um de diametro ecuatorial, circulares en
vista polar y elipsoidales en vista ecuatorial (Lam. 29, fig. A). En el polo proximal posee una
estructura en forma de papila (Lam. 29, figs. A, D). Esta es ancha y roma, de 25 - 58 um de
altura y 94 - 105 um de diametro basal. La superficie de la megaspora presenta un reticulo

poco marcado (Lam. 29, fig. B).

Esporodermis: (Lam. 29, fig. C; lam. 30, figs. A, B)

Exosporio: En seccion, observado con MET, el margen presenta lomos irregulares. Esta
compuesto por dos capas; la interna es delgada, continua, fuertemente osmiofilica y la
externa es de 2.1 — 2.8 pm de espesor, de estructura homogénea, con cavidades en todo su

espesor y canales en su parte media (Lam. 30, figs. A, B).

Episporio: es del6.5 - 19.9 um de espesor, posee un grosor uniforme en las areas distal y
ecuatorial, mientras que se adelgaza en el area de la abertura.

En las areas distal y ecuatorial estd constituido por tres capas (Lam. 29, fig. D; lam. 30,
fig. A). Al MEB se observa que la capa interna es de 1.2 — 2.3 um de espesor y estd formada
por cordones de seccion circular, dispuestos desordenadamente. Al MET se observa que
estos elementos pueden en algunos casos estar fusionados con la superficie del exosporio
(Lam. 30, fig. B). El largo y el didmetro de estos cordones es menor en la parte mas proxima
al exosporio asi como en la que esta en contacto con el episporio medio.

La capa media del episporio es la de mayor grosor, de 15.3 — 17.5 pm de espesor (Lam.

29, fig. C). Su estructura es lacunosa. Estd formada por cordones dispuestos en diferentes

138



direcciones, parcialmente fusionados, conformando tabiques; los cordones al fusionarse
dejan entre ellos espacios de diametro variable. Los tabiques delimitan espacios prismaticos
o tubulares, alargados en sentido radial, de 2.8 — 4.3 um de didmetro. Observados en una
seccion tangencial (Lam. 30, fig. A) se evidencia que hay interrupciones en los tabiques, que
permiten la comunicacion entre espacios adyacentes. Hacia el polo proximal estos espacios
se tornan mas o menos isodiamétricos (Lam. 29, fig. D).

La capa externa del episporio es de 50 - 150 nm de espesor, lamelar (Lam. 29, fig. C;

lam. 30, fig. A).

Microsporas (Lam. 29, fig. E; lam. 30, figs. C, D; lam. 31, figs. E, F)

Son triletes, esferoidales, de 28 - 71 um de didmetro (Lam. 29, fig. E; lam. 31, fig. E). Cada
lesura es de 4 - 16 pm de longitud. La superficie es verrucosa-baculada-pilada y presenta
algunas perforaciones (Lam. 29, fig. E). Los elementos de la ornamentacion se disponen en

varios niveles y pueden estar parcialmente fusionados.

Esporodermis: (Lam. 30, figs. C, D).
Exosporio: estd compuesto por dos capas. Al MET se observa la interna, muy delgada,
electrodensa y la externa, de 0.25 — 0.9 um de espesor, de aspecto homogéneo. La capa

externa posee canales radiales y cavidades rellenas con material de fuerte contraste

osmiofilico (Lam. 30, fig. C).

Episporio: estd compuesto por dos capas. La capa interna es una lamina delgada, de 600 -
700 nm de espesor, con margenes fuertemente osmiofilicos y un centro menos electrodenso,
plegada. Los pliegues determinan espacios alargados radialmente, de 1.2 — 2.3 um de altura.
Entre los pliegues de esta capa y entre ésta y el exosporio se encuentra una red de fibrillas
(Lam. 30, figs C, D).

La capa externa es de 10 nm de espesor, compuesta por membranas delgadas
superpuestas. Esta capa muestra diferentes aspectos de acuerdo a la parte de la espora
seccionada. Sobre el episporio externo hay depositos de material osmiofilico de tamafio

variable (Lam. 30, figs. C, D).
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Observaciones: En el ejemplar Werner 842 se observa que dentro de cada microsporangio
hay microsporas de dos tamanos diferentes. Las esporas de menor tamafio son las mas
numerosas (Lam. 31, fig. E). Se observaron ademads tres microsporas con e€xosporios

individuales pero rodeadas por un mismo episporio (Lam. 31, fig. F).

Distribucion

Desde el norte de Arizona y Texas (Estados Unidos), su area continda hacia el sur por
regiones montafiosas de Centro y Sudamérica, llegando hasta los Andes de Chile y noroeste
de Argentina. En el Cono Sur se ha citado la presencia de esta especie en las siguientes
regiones (Figura VIII):
Argentina: provincias de Jujuy, Tucuman

Chile: region de Coquimbo

Material estudiado:

ARGENTINA: Jujuy, Dto. Yavi, Pueblo Viejo, 10/01/1972, Ruthsatz 260 (LP). Dto. Yavi,
lagunita, planicie al O de los Siete Hermanos, 3500 m.s.m., 27/10/1967, Werner 842 (LP).
Dto. Yavi, 25/03/1982, Kiesling 4004 (SI)

CHILE: Region de Coquimbo, Dto. Serena, 05/01/1967, Ricardi et al. 1705 (LP). Dto.
Ovalle, como de Socos a Ovalle. Llanos de Barraza, 12/10/1965, Ricardi, Marticorena,

Matthei 1236 (LP).
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LAMINA 29. Megasporas y microsporas de Marsilea mollis Robinson & Fernald
observadas con MEB. Ejemplar: Ruthsatz 260 (LP)

A-

Megaspora en seccion, en vista ecuatorial. Hacia la izquierda se encuentra la papila,
roma. El espesor de la pared es uniforme en las areas distal y ecuatorial y se
adelgaza hacia el area de la papila proximal. Escala: 100 um

Detalle de la superficie de la megaspora, con granulos que determinan un patrén
reticulado poco marcado. Escala: 10 um

Seccion de pared de la megaspora. Se observan el exosporio (E), el episporio
interno (Epi) con cordones vistos en seccion, el episporio medio (Epm) con
cordones fusionados formando tabiques, que determinan espacios alargados
radiales. El episporio externo (punta de flecha) es una capa delgada, lamelar.
Escala: S5Spum

Detalle de la megaspora de la fig. A. Se observa la papila roma. La pared en seccion
presenta un episporio (Ep, punta de flecha) de estructura lacunosa. Escala: 20 pm.
Microspora en vista distal. La superficie presenta verrugas, bacula y pila. Escala: 5

pum
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LAMINA 30. Megasporas y microsporas de Marsilea mollis Rob. & Fern. observadas con
MET. Ejemplar: Ruthsatz 260 (LP).

A-

Megaspora, seccion de pared. Se observa el exosporio, con dos capas: la interna
(E1), es delgada y osmiofilica. La capa externa del exosporio (Ee) es de mayor
grosor, con un margen irregular y con cavidades en todo su espesor. Por encima se
encuentra el episporio interno (Epi) integrado por cordones cortos, dispuestos en
diferentes direcciones. El episporio medio (Epm) est4 formado por cordones, que se
observan en seccion, fusionados formando tabiques. Los cordones presentan
diversos grados de fusion y se evidencian interrupciones en los tabiques (flechas).
Hacia la superficie de la megaspora estos cordones se disponen de manera mas
compacta. El episporio externo (Epe, punta de flecha) es lamelar, delgado y
continuo. Escala: 10 um.

Detalle de la pared de una megaspora, en el area de contacto entre el exosporio (E)
y episporio interno (Ep). En el exosporio se observan cavidades (flecha). Algunos
de los elementos del episporio interno estan fusionados al exosporio y poseen un
contraste similar (puntas de flecha). Escala: 2 um.

Microspora, seccion de pared. En el exosporio se observan dos capas, la interna (E1)
es delgada, osmiofilica y la externa (Ee) es de mayor espesor. El episporio interno
(Epi) es una lamina que forma pliegues de diferente amplitud. En algunos sectores
de la superficie de la pared y entre los pliegues se observa una red de fibrillas. El
episporio externo (Epe) es lamelar, continuo, con depositos de material osmiofilico
(flechas). Escala: 1 um.

Microspora, seccion de pared, detalle de la fig. C. Se observa el exosporio (E), con
cavidades rellenas de material osmiofilico (recuadro). El episporio interno (Epi) es
una lamina con margenes electrodensos, plegada. Entre los pliegues del episporio y
entre el episporio y exosporio se observa una red de fibrillas (flecha). El episporio
externo (Epe) es lamelar, delgado, continuo y presenta depodsitos osmiofilicos.

Escala: 0.5 um.
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LAMINA 31. Microsporangio y microspora de Marsilea ancylopoda A. Braun,
microsporas de M. deflexa A. Braun, microsporangio y microsporas de M. mollis Rob. &

Fern. observados con MO.

Figs. A, B: Marsilea ancylopoda A. Braun
Figs. C, D: Marsilea deflexa A. Braun
Figs. E, F: Marsilea mollis Rob. & Fern.

A- Microsporangio, de pared delicada, conteniendo microsporas. Escala: 500 pm.
Mazzuconi 237 (BAB)

B- Microspora en vista proximal. Se observa el exosporio, castafio, con las lesuras. El
episporio es de color castano claro. Escala: 50 um. Mazzuconi 237 (BAB)

C, D-Microsporas, con un numero variable de cuerpos esferoidales adheridos a la
superficie. En la microspora de la fig. D se observa el exosporio colapsado (punta de
flecha), de color mas oscuro que el episporio. Escalas: 50 um. Fontana 770 (CTESN)

E- Microsporangio de pared delicada, que contiene microsporas de dos tamainos
diferentes (puntas de flecha). Escala: 100 um. Werner 842 (LP)

F- Tres microsporas cuyos exosporios estan colapsados (flechas), rodeadas por un

mismo episporio (punta de flecha). Escala: 50 um. Werner 8§42 (LP)
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3. 3. 6. Marsilea polycarpa

Marsilea polycarpa Hooker & Greville, Icon. Filic. 2: t. 160. 1830.
Tipo: Demerare, Guyana. Parker s.n. K (lectotipo); (Isolectotipo: K; isotipo: GH )
Marsilea brasiliensis Martius, Icon. PL. crypt. 4: t 73, f. 2. 1834.
Marsilea polycarpa var. mexicana A. Braun, Monatsber. Konigl. Preuss. Akad.
Wiss. Berlin, 1870: 713. 1871.
Zaluzianskia polycarpa (Hooker & Greville) Kuntze, Revis. Gen. PI. 2: 823. 1891.

Megasporas (Lam. 32; 1am. 33, fig. A)

Son de 510 - 522 um de didmetro polar y 281 - 411 um de diametro ecuatorial, de contorno
circular en vista polar y elipsoidales en vista ecuatorial (Lam. 32, figs. A, D). En el polo
proximal poseen una estructura en forma de papila, de 32 - 34 um de altura y 94 -115 pm de
diametro en su base, con un anillo doble, de 20 - 22 pm de altura (Lam. 32, figs. A, B, F). La
superficie presenta elementos granulares, fusionados lateralmente formando cordones que

determinan un reticulo (Lam. 32, fig. E).

Esporodermis: (Lam. 32, fig. C; lam. 33, fig. A)
Exosporio: de 0.8 pm de espesor. Observado al MEB es homogéneo y compacto (Lam. 33,
fig. A)

Episporio: es de 25.4-26 pum de espesor, uniforme en las areas distal y ecuatorial (Lam. 32,
fig. D) y mas delgado en el area de la papila, de 2.4-3.2 um de espesor (Lam. 32, fig. G). En
seccion estd constituido por tres capas (Lam. 33, fig. A)

La capa interna, de 1-3 um de espesor, estd formada por cordones de seccidn circular,
dispuestos en forma compacta y tangenciales con respecto a la superficie de la espora (lam.
33, fig. A).

La capa media del episporio es de 22-23.2 um de espesor. Esta formada por cordones
semejantes a los de la capa interna, dispuestos desordenadamente, fusionados de manera
laxa formando tabiques. Los tabiques delimitan espacios prismaticos o tubulares, alargados

en sentido radial, de 3.6-6 pm de didmetro (Lam. 32, fig. C; lam. 33, fig. A). El episporio
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externo estéa constituido por una capa delgada, lamelar, de 0.5 - 0.9 um de espesor, continua

(Lam. 32, fig. C).

Microsporas (Lam. 33, figs. B, C)

Son triletes, esferoidales, de 50.6 - 64.7 um de didmetro (Lamina 33, fig. B). Las lesuras son
de 8 - 20 um de longitud. La ornamentacion estd integrada por elementos variados, tales
como papilas, bacula y verrugas En el caso de las verrugas, éstas son de contorno poliédrico

(Lam. 33, fig. C). Se observan ademas escasas perforaciones.

Observaciones: En algunas de las megasporas del ejemplar Rojas 7553 se observaron tres
estructuras de 11- 15 um de diametro sobre el polo proximal (Lam. 32, fig. B).

La estructura de la esporodermis no pudo ser determinada en la microsporas.

Distribucion

Es una especie de distribucion amplia en América, desde México, América Central y las
Antillas Mayores hasta Sudamérica. El limite austral en el 4rea de estudio se halla en el
centro de Bolivia y Paraguay. En el Cono Sur la presencia de M. polycarpa ha sido citada
para las siguientes regiones (Figura VIII):

Bolivia: departamentos de Beni, Santa Cruz.

Paraguay: departamento Central

Material estudiado:

BOLIVIA: Beni, Prov. Cercado, a 15 km de Trinidad, camino a Suchojere, 9/1977, Rolleri
7 (LP). Santa Cruz, S.1., s.f., Guillén y Roca 4394 (SI)

PARAGUAY: Central, Costa del R. Paraguay, 09/1938, Rojas 7553 (S]).
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LAMINA 32. Megasporas y microsporas de Marsilea polycarpa Hooker & Greville

observadas con MEB

A-

B-

Megaspora. Hacia la izquierda de la figura se encuentra el polo proximal, con un
anillo (flecha). Escala: 100 um. Rojas 7553 (S]).

Detalle de la megaspora de la fig. A. Sobre el polo proximal se observa un anillo
doble, engrosado. En este sector de la pared se encuentran apoyadas tres estructuras
(punta de flecha) que podrian ser megasporas abortadas. Escala: 20 um. Rojas
7553(SY).

Sector distal y ecuatorial de la megaspora, en un corte tangencial. La superficie esta
conformada por la capa externa del episporio, delgada, lamelar (punta de flecha). A
través del corte de la pared se observa el exosporio (E) retraido y el episporio (Ep),
con espacios alargados en sentido radial, que pueden verse en distintos planos de
seccion. Escala: 50 um. Rolleri 7 (LP).

Megaspora seccionada en vista ecuatorial. El espesor de la pared es uniforme en las
areas distal y ecuatorial de la megaspora pero se adelgaza en la papila, ubicada
hacia la izquierda de la imagen. Escala: 100 um. Rojas 7553 (S]).

Detalle de la superficie, con granulos dispuestos formando un reticulo bajo. Escala:
5 um. Rojas 7553 (SI).

Detalle de la fig. A. Se observa la papila de la megaspora, en forma de anillo doble.
Escala: 10 um. Rojas 7553 (S]).

Detalle de la parte proximal de la megaspora de la fig. D. Se distinguen el exosporio
(E) y el episporio (Ep), este es més delgado en la papila (punta de flecha). Escala:
20 um. Rojas 7553 (SI).
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LAMINA 33. Megaspora y microsporas de Marsilea polycarpa Hooker & Greville

observadas con MEB

A- Secciéon de pared de megaspora. El exosporio (E) es compacto y homogéneo; el
episporio interno (Epi) estd compuesto por cordones, que se observan en seccion.
El episporio medio (Epm) presenta cordones fusionados formando tabiques, que a
su vez determinan espacios alargados radiales. Los tabiques poseen perforaciones
de diversos diametros. Escala: 5 um. Rolleri 7 (LP).

B- Microspora en vista distal. La superficie presenta papilas y verrugas. Escala: 10
um. Rolleri 7 (LP).

C- Detalle de la superficie distal de la microspora de la fig. B. Escala: 2 um. Rolleri 7
(LP).
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Figura VIII. Distribucion de Marsilea en el Cono Sur de Sudamérica
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3.3.7. Pilularia americana

Pilularia americana A. Braun. Monastb. Konig. Preuss. Akad. Wiss. Berlin, 1863: 435.
1864.
Tipo: United States of America, Arkansas, Fort Smith on the Arkansas River, 7. Nutall s. f.
(Herbarium Torrey, NY 149821). Isotipo
Pilularia mandonii A. Braun, Monatsb. Konig. Preuss. Akad. Wiss. Berlin, 1870:
752. 1870.
Calamistrum americanum (A. Braun) Kuntze, Revis. Gen. Pl., 2: 822. 1891.
Pilularia valdiviana Phil., nom. nud.

Calamistrium mandoni (A. Braun) Kuntze, Rev. Gen. PL., 2: 822. 1891.

Megasporas (Lam. 34; 1am. 35, figs. A — C; lam. 36, figs. A - C)
Son de 253-262.1 um de diametro polar y 189.4-197 um de didmetro ecuatorial, de contorno
circular en vista polar (Lam. 34, fig. E) y ovoides en vista ecuatorial (Lam. 34, figs. A, B, F).
En el polo proximal se encuentra una estructura en forma de papila alargada de 45.5- 80.3
um de longitud y de 60.6-65.1 um de diametro en su base (Lam. 34, figs. A, B, D - F). La
papila es lisa o posee pliegues o lomos mas o menos marcados.

La superficie de la megaspora es rugulada a verrucosa (Lam. 34, fig. C). En algunos

ejemplares se observa un reticulo con muros bajos (Lam. 34, fig. D).

Esporodermis: (Lam. 34, figs. A - B; 1am. 36, figs. A - B)
Exosporio: es de 0.7 — 2.3 um de espesor. Observado al MEB es de aspecto homogéneo y
compacto (Lam. 35, fig. A). Al MET, esta pared presenta cavidades, que se evidencian por

su contenido osmiofilico (Lam. 36, fig. A).
Episporio: es de 20 - 26 pm de espesor en el area distal, de 7 — 13 pm de espesor en el

ecuador y se vuelve a engrosar entre 21- 24 um en el area proximal a ambos lados de la

abertura (Lam. 34, fig. F). Esta constituido por tres capas.
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La capa interna es de 2.9 —5.5 um de espesor, formada por cordones delgados de
seccidn circular, dispuestos en forma compacta, orientados tangencialmente con respecto a
la superficie de la espora (Lam. 35, fig. A; lam. 36, figs. A, B).

La capa media es de 13.6 - 17 um de espesor. Se pueden distinguir en la misma dos
estratos. Al MEB se observa que el estrato interno esta constituido por cordones fusionados
parcialmente, de mayor grosor que los del episporio interno, que dejan espacios amplios
entre ellos (Lam. 35, fig. A). Con MET se observa que el estrato externo esta constituido por
cordones estrechamente fusionados hasta formar una pared continua, perforada, plegada,
que determina camaras alargadas en sentido radial de 2.3 — 3.4 um de didmetro, con
extremos distales ligeramente convexos (Lam. 35, fig. A, lam. 36, figs. A, B). En las
secciones de pared tomadas tangencialmente, se observan interrupciones en los tabiques que
permiten la comunicacidn entre cadmaras adyacentes (Lam. 36, fig. C).

La capa externa del episporio es delgada, de 0.25-0.6 pum de espesor, con
interrupciones (Lam. 35, fig. A).

En el 4rea abertural la pared es de 1.1 — 2.5 um de espesor y se proyecta formando la
papila (Lam. 35, fig. B). La papila estd formada por una delgada capa de cordones

anastomosados y una lamina continua hacia la superficie (Lam. 35, fig. C).

Microsporas (Lam. 35, figs. D, E; lam. 36, figs. D, E; lam. 41, figs. A, B)

Son triletes, su diametro polar es de 23 - 35 pm y su didmetro ecuatorial es de 34 - 45 um
(Lam. 35, fig. D; lam. 41, figs. A, B). En vista ecuatorial, la cara proximal es convexa y la
cara distal puede ser convexa o aplanada. Cada lesura mide 7 - 13 um, son rectas 0 mas o
menos sinuosas. La superficie presenta verrugas o rugulas (Lam. 35, fig. E). Los elementos

esculturales son menos prominentes en el area proximal, entre las lesuras.

Esporodermis: (Lam. 36, figs. D, E)

Exosporio: es de 1 — 1.3 um de espesor, de margen irregular. En seccion posee dos capas
(Lam. 36, figs. D, E), la interna es delgada de 60 — 70 nm de espesor, compacta. La capa
externa es de 1 — 1.2 um de espesor, con cavidades en su parte mas profunda y numerosos

canales en todo su espesor.
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Episporio: Esta integrado por tres capas (Lam. 36, fig. D). La capa interna esta conformada
por cordones dispuestos en forma tangencial con respecto a la superficie del exosporio. La
densidad de cordones es variable en diferentes sectores de la microspora.

La capa media est4 formada por una lamina de 170 nm de espesor, continua y plegada,
formando pliegues de 2.4 — 2.5 um de altura. Esta ldmina presenta constricciones que
podrian indicar que estd compuesta por elementos fusionados (Lam. 36, fig. D). Los pliegues
tienen diferente amplitud en los distintos sectores de la pared.

La capa externa es continua, delgada, fuertemente osmiofilica y se dispone siguiendo

el contorno de los pliegues subyacentes, atenuando su relieve (Lam. 36, fig. D).

Observaciones:
En las megasporas de los distintos ejemplares analizados se observo variabilidad en la
morfologia de las papilas. Estas pueden ser de baja altura, con lomos (Lam. 34, figs. A, D),
presentar lomos poco marcados (Lam. 34, fig. B), ser alargada y estrecha (Lam. 34, fig. F) o
con lomos que siguen una disposicion espiral (Lam. 34, fig. E).

También se observd variabilidad en las caracteristicas de la superficie de las
megasporas, desde rugulada-verrucosa (Lam. 34, fig. C) hasta reticulada (Lam. 34, figs. D,

E), probablemente dependiendo del grado de hidratacion de la espora.

Distribucion

Esta especie posee una distribucion disyunta; se encuentra dentro de América, en
Estados Unidos, Colombia, Venezuela, Chile, Bolivia, sur de Brasil, Argentina y Chile. Su
limite austral se encuentra en la region Patagénica de Chile. En el Cono Sur se ha citado la
presencia de esta especie en las siguientes regiones (Figura IX):
Argentina: provincias de Santa Fe, La Rioja, Cérdoba, Entre Rios, Buenos Aires, Rio
Negro, Neuquén.
Bolivia: departamento de La Paz
Brasil: estado de Rio Grande do Sul
Chile: regiones de Coquimbo, Valparaiso, Metropolitana (Santiago), O’Higgins, Maule,
Biobio, Araucania, Los Lagos

Uruguay: departamento de Canelones
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Material estudiado:

ARGENTINA: Buenos Aires, La Plata, 20/11/1940, Perrone 92 (SI). La Plata, 17/09/1906,
Pastore 101 (LP). La Plata, 20/10/1940, Pérez Moreau 36453 (BA). La Plata, 11/1923,
Molfino s.n’ (BAB). Entre Rios, Federacion, Santa Ana, 12/12/1965, Burkart 26115 (SI).
S.1., s.f., Gamerro 26016 (S1), Rio Negro, S.1,, s.f., Gabellone 9 (LP)

BRASIL: Rio Grande do Sul, Esteio, Chac. Cristo Rei, 14/11/1955, Rambo 7192 (PACA)
CHILE: Region de los Lagos, Valdivia, s.f. Philippi 31905 (LP)
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LAMINA 34. Megasporas de Pilularia americana A. Braun observadas con MEB

A-

Megaspora en vista ecuatorial. El polo proximal se encuentra orientado hacia la
izquierda de la imagen, en ¢l se observa la papila, con lomos. Escala: 50 um. Rambo
7192 (PACA).

Megaspora en vista ecuatorial, la papila proximal esta ubicada hacia la izquierda de
la imagen y presenta lomos poco marcados. Escala: 50 um. Burkart 26115 (SI).
Detalle de la superficie de la megaspora de la fig. A. Escala: 10 um. Rambo 7192
(PACA).

Detalle de la fig. A. Papila, con pliegues en toda su longitud. Se observa la
superficie de la megaspora en este sector, reticulada. Escala: 20 um. Rambo 7192
(PACA)

Megaspora en vista polar proximal. La megaspora esta deshidratada y la superficie
se observa reticulada. La papila posee lomos de disposicion espiralada. Escala: 50
um. Burkart 26115 (S]).

Megaspora seccionada, en vista ecuatorial. La pared presenta engrosamientos
diferenciales en las distintas areas de la megaspora, es mas delgada en el ecuador y
se proyecta sobre el polo proximal formando una papila alargada. Escala: 50 pm.

Burkart 26115 (SI).
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LAMINA 35. Megasporas y microsporas de Pilularia americana A. Braun observadas al

MEB.

A-

Megaspora, seccion de pared. El exosporio (E) es compacto y homogéneo, el
episporio interno (Epi) esta integrado por cordones dispuestos tangencialmente con
respecto a la superficie y se encuentra parcialmente separado del exosporio. Entre
ambas paredes se pueden individualizar algunos cordones (flechas). El episporio
medio (Epm) estd compuesto por cordones fusionados, su estructura se hace mas
compacta hacia la superficie. Esta capa posee espacios alargados en sentido radial.
Escala: 5 um. Burkart 26115 (SI).

Detalle del area proximal de la megaspora de la lam. 34, fig. F. Se observan el
exosporio (E) y el episporio (Ep). El episporio presenta un espesor reducido, se
separa del exosporio y se proyecta formando la papila. Escala: 10 um. Burkart
26115 (SI).

Detalle de la papila del ejemplar de la fig. B (area del recuadro). La estructura de la
papila estd formada por cordones entrelazados (flecha) y una capa delgada,
continua hacia el exterior. Escala: 2 um. Burkart 26115 (SI).

Microspora. Se observan las lesuras (puntas de flecha). Escala: 10 um. Burkart
26115 (SI).

Detalle de la superficie de la microspora, verrucosa-rugulada. Escala: 2 pm.

Burkart 26115 (SI).
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LAMINA 36. Megasporas y microsporas de Pilularia americana A. Braun observadas con

MET. Ejemplar: Perrone 92 (LP)

A-

Megaspora, seccion tangencial de pared. Se observa el exosporio (E), parcialmente
separado del episporio. El episporio interno (Epi) esta integrado por cordones, el
episporio medio (Epm) presenta cordones parcialmente fusionados formando
tabiques. Estos tabiques delimitan espacios en todo el espesor de la capa. En la
superficie se observan interrupciones (punta de flecha). Escala: 10 pm.
Megaspora, detalle de una seccion de pared en otro sector de la megaspora. Se
observan el episporio interno (Epi) con cordones, algunos de ellos son evidentes en
seccion y otros en vista lateral. El episporio medio (Epm) es de espesor reducido,
conformado por cordones de mayor diametro que los del episporio interno,
fusionados de manera mas o menos compacta. Hacia el exterior de esta capa los
cordones estdn fusionados formando una ldmina y se evidencian como
constricciones (flechas) en algunos puntos. Escala: 2 um.

Megaspora, area del recuadro en la fig. A. Detalle del episporio medio, se observan
distintos grados de fusion en los cordones que lo integran. En varios sectores se
evidencia la estructura de los tabiques conformados por una doble capa de cordones
fusionados (puntas de flecha). Hay interrupciones en los tabiques (flechas) que
permiten la comunicacion entre distintas areas adyacentes de la pared. Escala: 5
um.

Microspora, seccion de pared. El exosporio presenta dos capas, la capa interna (Ei),
es continua, delgada y compacta. La capa externa (Ee), de mayor espesor, presenta
canales (flechas) y cavidades (recuadros) en su parte mas profunda. Por encima se
localiza el episporio interno (Epi), conformado por cordones. El episporio medio
(Epm), es una lamina delgada, plegada. En algunos sectores de la pared se observan
constricciones (punta de flecha blanca). Sobre la superficie se observa una capa
electrodensa que sigue el contorno de los pliegues del episporio medio. Escala: 1
pm.

Microspora, seccion de pared. Detalle del exosporio y zona de contacto

exosporio/episporio. En el exosporio se observan dos capas, la interna (Ei) delgada
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y compacta y la externa (Ee) con cavidades en su parte mas profunda y canales en
todo su espesor (flechas). El episporio interno estd formado por cordones que en
algunos sectores se fusionan con el exosporio (punta de flecha). En la parte superior

derecha de la imagen se observa parte del episporio medio (Epm). Escala: 1 pm.
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3. 3. 8. Regnellidium diphyllum

Regnellidium diphyllum Lindman, Arkiv {or Botanik 3 (6): 14, figs. 1 - 2. 1904.
Tipo: Brasil, Rio Grande do Sul. Expedicion Regnell 1 A 933, 1229. (S)

Megasporas (Lam. 37; 1am. 38, figs. A — D; lam. 39; lam. 41, fig. C)
Son de 455.6 - 554.5 um de didmetro polar y 466.7 - 600 um de didmetro ecuatorial,
esferoidales a ovoides (Lam. 37, figs. A, B; lam. 41, fig. C). En el polo proximal poseen una
estructura en forma de papila, de 89.5 — 118.5 um de altura y 131.8 — 285.7 um de diametro
basal. La papila presenta segmentos plegados con una disposicion espiralada (Lam. 37, figs.
A, C,D).

La superficie presenta caracteristicas diferentes en las distintas areas de la espora. Es
verrucosa en el area proximal (Lam. 37, figs. A, C, D), verrucosa-equinulada en el area
distal, y en la zona ecuatorial presenta proyecciones delgadas, elevadas. Estas proyecciones

tienen apariencia membranosa al observarse con MEB (37, fig. A).

Esporodermis: (Lam- 37, fig. E; lam. 38, figs. A — D; lam. 39)

Exosporio: es de 1.4 — 1.8 um de espesor (Lam. 37, fig. E; lam. 38 fig. B; lam. 39, figs. A -
C), con dos capas. La interna, muy delgada, es electrodensa al observarse con MET. La
externa, que representa la mayor parte del espesor del exosporio, es homogénea, con escasos

espacios internos, de diametro variable (Lamina 39, fig. B).

Episporio: es de espesor uniforme de 60 - 67 um en las areas distal y ecuatorial (Lam. 37, fig.
B). En seccion esta integrado por tres capas (Lam. 37, fig. A; lam. 39, fig. A). La capa
interna es de 2.3 - 3 um de espesor, estd compuesta por cordones dispuestos en forma
compacta, orientados tangencialmente respecto a la superficie (Lam. 37, fig. B; lam. 38, figs.
A, B). Al MET se observa la continuidad de los cordones con la parte externa del exosporio
(Lam. 39, fig. B).

La capa media es de 57 - 64 um de espesor, posee cordones de mayor didmetro que se
fusionan laxamente, dejando grandes espacios en su estrato mas profundo (Lam. 38, fig. A;

lam. 39, fig. A). El estrato mds externo de esta capa esta constituido por cordones fusionados
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completamente, formando tabiques. Estos tabiques determinan a su vez espacios alargados
radialmente. (Lam. 37, fig. E; 1am. 39, fig. A). Hacia la superficie los tabiques se extienden y
fusionan a modo de casquete, los cordones se evidencian como elementos granulares
dispuestos en forma mas o menos compacta (Lam. 38, fig. C; lam. 39, fig. A).

La superficie de la megaspora est4 constituida por una capa continua, de 300 — 800 nm
de espesor, con camaras en su interior (Lam. 38, fig. C; lam. 39, fig. A). Al TEM esta capa
externa es electrodensa, con un contraste diferente al del resto de la pared.

En el area abertural se produce una separacion entre el exosporio y el episporio, este
ultimo se proyecta y forma la papila (Lam. 37, fig. B; 1am. 38, fig. D; lam. 39, fig. C). La
pared en la papila es de estructura lacunosa, con la superficie interna revestida por cordones

y la externa lamelar (Lam. 38, fig. D).

Microsporas (Lam. 38, figs. E - G; 1am. 40; 1am. 41, figs. C—E)

Son triletes, esferoidales, de 40 - 56 pm de diametro (Lam 38, figs. E, F; lam. 41, figs. C - E).
En el polo proximal se encuentra una estructura en forma de papila, de 4 — 8 pm de altura y
5.3 —10.6 um de didmetro basal. La superficie es verrucosa, las verrugas estan fusionadas

lateralmente por muros bajos determinando un patron reticulado (Lam. 38, fig. G).

Esporodermis: (Lam. 40).

Exosporio: es de 850 — 1300 nm de espesor. Observado con MET (Lam. 40, fig. B), en sus
partes media y profunda presenta un sistema de cavidades interconectados. Esta parte
lacunosa representa mas de la mitad del espesor total del exosporio. La parte externa del
exosporio es compacta; sobre la superficie se observa una capa continua, delgada,

electrodensa, de 30 nm de espesor.

Episporio: estd compuesto por tres capas (Lam. 40, figs. A, B), la interna esta formada por
cordones de 70 nm de diametro que se disponen en diferentes direcciones y se fusionan.
Segun el plano de seccion se hace evidente que los cordones presentan continuidad con el
exosporio. En el area abertural esta capa estd ausente (Lamina 40, fig. A)

La capa media del episporio es una ldmina delgada de 280 nm de espesor, plegada. Al
MET presenta el mismo contraste que el exosporio. En algunos puntos se observan

elementos de seccion circular fusionados a esta capa (Lam. 40, figs. A, B). El episporio
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medio se proyecta sobre la abertura formando la papila, con pliegues secundarios menores
sobre el plegamiento principal (Lam. 40, fig. A).

Por fuera se encuentra una tercer capa, delgada, lamelar (Lam. 40, fig. B).

Observaciones:
Megasporas: Al MET en el ejemplar Brauner 135 se observo sobre la superficie en el area de
la papila un cuerpo aproximadamente esférico, de 4.2 pm de didmetro, con contraste y

estructura similares a los del episporio (Lam. 39, fig. D).

Microsporas: Al MO, en el ejemplar Brauner 135 se observaron pares de microsporas con

exosporios individuales pero que comparten un mismo episporio. (Lam. 41, fig. E).

Distribucion

Esta especie es endémica del area comprendida por el sudeste de Brasil, la provincia de
Corrientes (Argentina) y Uruguay. Se ha citado su presencia en las siguientes regiones
(Figura IX):
Argentina: provincia de Corrientes
Brasil: estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul

Uruguay: departamentos de Paysandu, Cerro Largo, Treinta y Tres, Rocha.

Material estudiado:

ARENTINA: Corrientes, 87 km W de Posadas, on the road to Corrientes, 22/02/1970, D.
S. Mitchell 1224 (LP).

BRASIL: Rio Grande do Sul, Pelotas, 25/11/1959, Brauner 135 (SI). Pelotas, 07/1969,
Moraes s.n’ (S1). Dto. Sao Leopoldo, 25/09/1925, Rambo s.n’ (SI). Km 37 do BR-2, entre
arroio dos Ratos e Guaibo, 30 /10 /1961, Pabst, Pereira 6584 (LP). Pedras Altas, Serra do
Herval, 450 m.s.m., 01/11/1961. Pabst 6524, Pereira 6698 (LP).
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LAMINA 37. Megasporas de Regnellidium diphyllum Lindm. observadas con MEB.
Ejemplar: Brauner 135 (SI)

A-

Megaspora completa, el polo proximal estd orientado hacia la izquierda, donde se
encuentra la papila. La ornamentacion varia segin el area, en la zona ecuatorial es
mas marcada. Escala: 100 um.

Megaspora en seccion, la forma es subcircular en esta vista y la papila esta
orientada hacia la izquierda. El exosporio (E) es continuo, de espesor uniforme en
toda la megaspora. El episporio (Ep) es de espesor uniforme en las areas distal y
ecuatorial y mas delgado en el area proximal. En este sector el episporio se separa
del exosporio y forma la papila (punta de flecha). Escala: 100 um.

Detalle de la papila de la fig. A. La misma esta formada por segmentos que se
disponen en forma espiralada. Es visible ademads parte de la superficie proximal,
verrucosa. Escala: 20 um.

Detalle de la papila observada en vista polar. Los pliegues se disponen en espiral.
Se observa ademas parte de la superficie proximal. Escala: 50 um.

Seccion de pared. Se observan el exosporio (E) y por encima de éste, la capa més
interna del episporio, parcialmente separada. Al producirse esta separacion, se
observan las unidades estructurales del episporio extendidas (flechas). El episporio
interno (Epi) esté integrado por cordones (que se observan en seccion). El episporio
medio (Epm) estd formado por cordones que se fusionan formando tabiques. Estos
tabiques determinan espacios tubulares, alargados en sentido radial. Perforaciones
de distinto didmetro se observan en las paredes y determinan un espacio

intercomunicado continuo. Escala: 10 pum.
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LAMINA 38. Megasporas y microsporas de Regnellidium diphyllum Lindm. observadas
con MEB. Ejemplar: Brauner 135 (SI).

A-

Detalle de la seccion de pared en la megaspora de la 1am. 37, fig. E. Se evidencian
el exosporio (E) y la parte interna del episporio (Epi). Esta capa interna del
episporio estd parcialmente separada y sobre la superficie del exosporio se
observan las unidades estructurales (cordones) dispuestas tangencialmente. Escala:
2 pm.

Detalle del sector de pared que comprende al exosporio (E), episporio interno (Epi)
y parte inferior del episporio medio (Epm). En el episporio interno se observan
cordones en seccion, estos cordones se fusionan hacia la parte superior (punta de
flecha) y conforman las bases de los tabiques del episporio medio. En la superficie
de los tabiques del episporio medio hay cordones y grandes perforaciones. Escala: 2
pm.

Detalle del sector mas externo de la pared, que comprende parte del episporio
medio (Epm) y la capa externa, lamelar, con algunos pliegues y cdmaras (punta de
flecha). Los tabiques del episporio medio delimitan espacios alargados y se unen en
su parte distal, conformando un casquete sobre el que se evidencian los extremos
terminales de los cordones como granulos (flechas). Escala: 5 pm.

Detalle de la papila de la megaspora de la lam. 37, fig. B. En este 4rea el exosporio
(E) y el episporio estan parcialmente separados. La seccion permite apreciar que la
papila estd compuesta por el episporio, de estructura lacunosa (flecha). La
superficie externa de la papila es continua, rugulada a verrucosa (punta de flecha).
Escala: 20 um.

Microspora en vista polar proximal, puede observarse la papila (punta de flecha).
Escala: 10 um.

Microspora en vista ecuatorial, la papila proximal est4 orientada hacia la izquierda
(punta de flecha). Escala: 10 pm.

Detalle de la superficie de una microspora con verrugas unidas formando un

reticulo. Escala: 2 pm
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LAMINA 39. Megasporas de Regnellidium diphyllum Lindm. Secciones de pared
observadas con MET. Ejemplar: Brauner 135 (SI).

A-

Seccion de pared. El exosporio (E) es compacto, sobre éste se encuentra el
episporio, con tres zonas claramente discernibles: la interna (Epi), formada por
cordones dispuestos tangencialmente, que se observan en seccion. Distalmente los
cordones del episporio interno tienen continuidad (flechas) con los elementos del
episporio medio. El episporio medio (Epm) estd conformado por cordones de
mayor didmetro fusionados formando tabiques que determinan espacios alargados
radialmente, cuyos extremos distales se fusionan cerrdndolos a manera de
casquetes. La capa més externa del episporio (Epe) es lamelar. Escala: 10 pm.
Detalle del exosporio y parte del episporio interno (Epi). El exosporio presenta dos
capas, la interna (E1) es delgada y electrodensa. La capa externa del exosporio (Ee)
es de mayor espesor y compacta. En el episporio interno (Epi) se observan
cordones, algunos de ellos en seccion. Algunos de los cordones muestran
continuidad con el exosporio (flechas). Ambas paredes, exosporio y episporio,
poseen un contraste semejante. Escala: 10 pm.

Detalle de una seccion de la pared en el area proximal. El exosporio (E) y el
episporio se encuentran unidos en este sector (dngulo superior derecho). Hacia el
area proximal hay una separacion en la parte mdas interna del episporio. Puede
observarse que parte del episporio interno (Epi) queda adherido al exosporio
(flecha). Escala: 10 pm.

Cuerpo esférico (flecha) sobre la superficie del episporio (Ep), con un contraste y

estructura similar. Escala: 2 pm.
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LAMINA 40. Microsporas de Regnellidium diphyllum Lindm. observadas con MET.
Ejemplar: Brauner 135 (S]).

A-

Seccion de pared en el drea de una lesura. El exosporio (E) se proyecta en la lesura.
El episporio en este sector esta integrado por la capa interna (Epi, flechas), del cual
se observan restos de cordones en continuidad con el episporio medio (Epm), una
lamina plegada que conforman la papila. Escala: 3 um.

Seccion de pared. El exosporio (E) posee dos niveles, el interno forma la mayor
parte del mismo y presenta numerosas cavidades. El externo es de estructura
compacta. El episporio interno (Epi) estd compuesto por cordones, fusionados al
exosporio (punta de flecha) y entre si. El episporio medio (Epm) estad compuesto
por una lamina continua plegada, en algunos puntos se observan estructuras de
seccion circular fusionados a ésta (flechas). Por fuera se observa una capa delgada,

lamelar desprendida (punta de flecha blanca). Escala: 1 pm.
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LAMINA 41. Microsporangio y microsporas de Pilularia americana A. Braun y esporas

de Regnellidium diphyllum Lindm. observados con MO.

Figs. A, B: Pilularia americana A. Braun
Figs. C — E: Regnellidium diphyllum Lindm.

A- Microsporangio de pared delgada, transliicida, en su interior se observan las
microsporas, de color castafio. Escala: 100 um. Perrone 92 (LP)

B- Microspora en vista polar proximal, de contorno circular, se observan las lesuras. El
exosporio, es castafio mas oscuro y el episporio, castafio amarillento. Escala: 50 pm.
Perrone 92 (LP)

C- Megaspora en vista ecuatorial y varias microsporas, la mayoria de éstas se
encuentran cerca del polo proximal de la megaspora. Escala: | mm. Brauner 135
(SD).

D- Microsporas. En la microspora ubicada hacia el centro de la imagen se observa la
papila proximal (punta de flecha). El exosporio castafio y en el episporio, mas claro,
se evidencian pliegues. Se observa un espacio distal en forma de media luna entre
exosporio y episporio. Escala: 50 um. Brauner 135 (SI).

E- Se observan dos microsporas (flechas), que se distinguen por el contraste de sus

exosporios, rodeadas por un mismo episporio. Escala: 50 um. Brauner 135 (SI).
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Figura IX. Distribucion de Pilularia americana y Regnellidium diphyllum en el Cono Sur

de Sudamérica.
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3. 3.9. Discusion

Esta familia es la que posee mayor numero de representantes en la region y dentro de las
Filicophyta heterosporadas es la mas rica en especies a nivel mundial. En general se ha
priorizado la resolucién de problemas taxondmicos o filogenéticos dentro del grupo. La
mayoria de los estudios palinoldgicos existentes han tratado sobre especies de Marsileaceae
del Viejo Mundo, aunque existen algunos autores que han llevado a cabo investigaciones

relevantes y que permiten la comparacion con los resultados obtenidos en este trabajo.

Marsilea

En las especies de Marsilea del Cono Sur se podrian distinguir dos grupos, de acuerdo
a la morfologia de la estructura proximal de las megasporas. Uno de ellos, integrado por M.
ancylopoda y M. mollis presenta una papila en forma de domo. El segundo grupo se
caracteriza por la presencia de un anillo engrosado ubicado hacia la parte media de la papila,
observado en M. crotophora, M. deflexa y M. polycarpa. En esta tltima especie el anillo es
doble. La separacion de las especies de Marsilea en dos grupos coincide con el esquema
cladistico basado en caracteres morfologicos y moleculares propuesto por Schneider &
Pryer (2002). Estos autores incluyeron en su “Grupo I” a M. crotophora, M. deflexa y M.
polycarpa y en el “Grupo II” a M. ancylopoda y M. mollis. Nagalingum et al. (2007)
reevaluaron esta clasificacion utilizando datos moleculares y apoyaron la division de las
especies de Marsilea en los mismos dos grupos. Estos autores mencionaron caracteristicas
morfoldgicas del esporofito particulares para cada grupo, asi como diferencias en la altura de
las papilas de las megasporas. En M. ancylopoda y M. mollis (las cuales incluyeron en el
Grupo II) las papilas serian de baja altura. Las especies que incluyeron en su Grupo I
(Marsilea crotophora y M. polycarpa) tendrian en cambio megasporas con papilas
ligeramente elevadas por sobre el cuerpo de la espora, més prominentes. Marsilea deflexa,
no incluida en su estudio, podria asignarse seglin estos autores, también al Grupo I, en base a
caracteristicas vegetativas.

En varias megasporas de un ejemplar de M. polycarpa se observaron cuerpos de 11 —
15 um de didmetro, en numero de tres, sobre la papila proximal. Probablemente serian los

miembros abortados de la tétrade. Estas observaciones coinciden con las de Machlis &

179



Rawitscher-Kunkel (1967) en M. vestita y con las de Chrysler & Johnson (1939) realizadas
en megasporas de Regnellidium diphyllum.

La estructura del exosporio de las megasporas, con dos capas, una interna delgada y
una externa con canales en su parte mas profunda, observada al MET en Marsilea mollis,
coincide en general con el tipo “blechnoide” definido por Lugardon & Husson, (1982) para
los heterosporados y por Lugardon (1972) para los helechos isosporados. Con frecuencia en
las esporas maduras de Marsilea no se observan los canales y espacios caracteristicos de la
capa externa sino que ésta presenta una estructura compacta y homogénea.

En todas las especies de Marsilea estudiadas el episporio, tal como ha sido definido,
esta compuesto por tres capas. Las capas interna y media estan formadas por cordones como
elementos estructurales, los cuales se disponen de manera particular en cada una de ellas. La
capa externa es delgada, lamelar y constituye la superficie de las megasporas. Pettitt (1971)
describi6 e ilustro con MET la organizacion del episporio de las megasporas de Marsilea
drummondii 'y M. quadrifolia, la cual coincide con las observaciones del presente trabajo.
La parte interna del episporio ha sido interpretada por Schneider & Pryer (2002) como
“granular”, en esporas de Marsilea drummondii, aunque esta apariencia se debe, de acuerdo
a las observaciones de esta Tesis, a los elementos estructurales de esta capa (cordones)
observados en seccion. El patroén basico de ornamentacion en las microsporas de todas las
especies de Marsilea es verrucoso — rugulado. Los elementos superficiales pueden variar
ligeramente aun entre esporas del mismo esporocarpo. Esta variabilidad en la ornamentacion
también fue reconocida por Johnson (1986) en todas las especies americanas de Marsilea.
Este autor considerd que las microsporas no ofrecen caracteres que resulten diagnésticos a
nivel especifico.

En general los elementos de la ornamentacion son mas bajos en la cara proximal, como
fuera sefialado por Pettitt (1966, 1979).

La ultraestructura de la pared de las microsporas de Marsilea es semejante en todas las
especies estudiadas. Sin embargo, de acuerdo a las observaciones realizadas con MET en M.
ancylopoda y M. mollis se evidenciaron algunas diferencias en las dimensiones y relacion
entre los componentes del episporio. En el ejemplar examinado de M. ancylopoda los
pliegues que conforman el episporio interno son mas angostos y hay mayor concentracion de

fibrillas entre estos pliegues. En M. mollis los pliegues del episporio son mas amplios y bajos
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y hay menos fibrillas. Para Lugardon (1996) cuando las microsporas son inmaduras poseen
un relieve atenuado. Southworth (1990), refiriéndose a la exina de los granos de polen,
menciond cambios morfologicos que ocurren a la madurez debido a la plasticidad de la
pared. El aumento de tamafio del grano determinaria la extension horizontal de la pared, la
disminucién de la altura de los elementos de la ornamentacion, asi como el incremento de la
separacion espacial entre ellos. Si bien hay diferencias estructurales entre la pared de
Marsilea y 1a esporodermis de los granos de polen, podria ocurrir un fenémeno semejante y
los cambios en Marsilea se deberian a un reacomodamiento del episporio interno.

La red de fibrillas localizadas entre los pliegues del episporio observada en este trabajo
fue observada por algunos autores que estudiaron el género previamente. Asi, Playford &
Dettmann (1996) presentaron fotomicrografias al MET de una microspora de Marsilea sp.
de Australia donde se evidenciaban estos elementos, e incluso las interpretaron como otra
capa del episporio.

La capa externa del episporio de las microsporas, formada por membranas delgadas
presenta un contraste y ultraestructura diferente al del resto de la pared. Su origen y
desarrollo deberian investigarse en posteriores estudios de esporgénesis. Playford &
Dettmann (l.c.) consideraron que esta capa deberia considerarse como perisporio.

Los cuerpos esféricos hallados dentro de los microsporangios de M. deflexa cuya
superficie es similar a la de las microsporas podrian ser globulos o microsporas abortadas.
Pettitt (1966) describid la presencia de un gran nimero de microsporas abortadas dentro de
los microsporangios de Marsilea drummondii y M. quadrifolia. Pettitt (1966), citando a
Feller (1953) quien estudio las esporas de Marsilea hirsuta y a Botteberg (1956) que estudio
las esporas de M. diffusa, se refiri6 a varios tipos de esporas abortadas y ademads a granulos
de material semejante al de la pared de las microsporas que estaba contenido en ampollas
provenientes del tapete plasmodial. Petttitt (l.c.) sugirid6 que estos granulos podrian ser
homologos de los corpusculos de Ubisch, descriptos por Rowley (1963). Morbelli (1977)
observo la presencia de estos corpusculos en diferentes grupos de Pteridophyta aunque no
cito su presencia en Filicophyta heterosporadas. Lugardon (1981) las denomin6 globulos y
considero a estas estructuras como de ocurrencia normal sobre las esporas de las Filicophyta

isosporadas, probablemente homologas a los corpusculos de Ubisch de las Espermatophyta.
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Pilularia

Las megasporas de Pilularia americana estudiadas presentan dimensiones semejantes
a las descriptas para esta misma especie por otros autores (Tryon & Lugardon, 1991;
Schneider & Pryer, 2002). Son, sin embargo, significativamente menores a las esporas de
esta especie estudiadas por Large & Braggins (1989), en base a material proveniente de
América del Norte y Chile. Estos autores sefialaron diferencias notables de tamafio entre
esporas tomadas de material de herbario y de material vivo. Los ejemplares estudiados para
el area del Cono Sur fueron obtenidos de material de herbario, por lo que estas diferencias de
diametro podrian responder a la deshidratacion de las esporas.

Las diferencias observadas en la superficie de las megasporas dependerian asimismo
del grado de deshidratacion. Uno de los ejemplares (Rambo 7192 PACA) presenta
megasporas con superficie rugulada a verrucosa, mientras que en el resto de los ejemplares
analizados ésta es reticulada. Ambos tipos sefialados difieren de la ornamentacion
mencionada por Tryon y Lugardon (1991), quienes la consideraron papilada.

Las diferencias en la morfologia de las papilas proximales de las megasporas en los
ejemplares de Pilularia americana examinados podrian deberse también a distintos estados
de hidratacion. En el ejemplar Burkart 26115 (S]) se observo una megaspora cuya papila
presenta lomos muy poco marcados, mientras que en otras del mismo ejemplar la papila
presenta lomos orientados en forma paralela desde la base de la papila hasta su extremo, o
dispuestos espiraladamente. La presencia de estos lomos en papilas de las megasporas
observadas en este trabajo asi como en las presentadas por otros autores podria indicar una
estructura predeterminada que se evidencia solo en casos de deshidratacion. Otros autores
(Schneider & Pryer, 2002; Nowak & Lupia, 2004) consideraron sin embargo como caracter
diagnostico del género Pilularia la morfologia de la papila, estrecha y con lomos paralelos,
mientras que los pliegues de la papila proximal dispuestos en espiral se interpretaron como
diagnosticos para el género Regnellidium.

La estructura de la pared de las megasporas de Pilularia americana observada en los
ejemplares estudiados es semejante a la presentada por Tryon & Lugardon (1991) para esta
especie, sobre ejemplares de América del Norte. De acuerdo a las observaciones de esta

Tesis la capa media del episporio presentaria evidencias de estar compuesta por unidades
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(cordones) que se fusionan para conformar una superficie mas o menos continua. Tryon &
Lugardon (l.c.) consideraron que esta capa estaba conformada por una lamina plegada.

Las microsporas de Pilularia americana presentan una morfologia similar a las de
las estudiadas por otros autores (Tryon & Lugardon, 1991; Schneider & Pryer, 2002). No
se observo la presencia de una papila proximal en las microsporas, a diferencia de lo
sefialado por Lupia et al. (2000) para esta especie, basado en material de América del
Norte.

La estructura del exosporio en las microsporas coincide en general con el tipo
“blechnoide” descripto por Lugardon & Husson (1982) para los helechos heterosporados y
por Lugardon (1972) para los isosporados. La presencia de numerosas cavidades en el
exosporio no se habia mencionado previamente para esta especie; sin embargo este caracter
fue sefialado por Tralau (1969) para las microsporas de Pilularia globulifera de Europa. La
estructura del episporio de las microsporas es semejante a la descripta por Tryon &

Lugardon (1991) en ejemplares de América del Norte.

Regnellidium

La morfologia de las megasporas de Regnellidium diphyllum coincide con la forma,
dimensiones y caracteristicas de la superficie con las descripciones de esta especie hechas
por Chrysler & Johnson (1939). Estos autores aportaron algunas caracteristicas
estructurales y sefialaron que la papila estd constituida por la capa media del episporio. Sin
embargo en esta Tesis se observo que ademas intervienen en la constitucion de la papila
cordones en su superficie interna y una capa externa lamelar.

La estructura y ultraestructura de la pared de las megasporas de Regnellidium es
congruente con la descripta por Tryon & Lugardon (1991). El episporio esta constituido
por tres capas, la interna y media conformadas por cordones dispuestos en diferente
manera. La capa externa es lamelar y continua. Sin embargo Schneider & Pryer (2002)
describieron la estructura del episporio como integrada por dos capas: una interna granular
y una externa alveolada. De acuerdo a las observaciones realizadas para el presente trabajo,
la apariencia granular del episporio interno se deberia a los cordones observados en
seccion, y los alvéolos mencionados por estos autores serian los espacios delimitados por

los tabiques del episporio medio.
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Las microsporas de Regnellidium diphyllum coinciden en sus caracteristicas
morfoldgicas (forma, aberturas, superficie) con las observadas por Schneider & Pryer
(2002); estos autores describieron la esporodermis como integrada por dos paredes, sin
caracterizarlas.

La ultraestructura de la pared de las microsporas de Regnellidium diphyllum coincide
con la descripta por Pettitt (1966) y Tryon & Lugardon (1991).

La presencia de microsporas con exosporios individuales pero que comparten un
mismo episporio en Marsilea deflexa, M. mollis y Regnellidium diphyllum, como fue
observado en este estudio, fue también mencionada por otros autores. Chrysler & Johnson
(1939) describieron este fenomeno en Regnellidium y Pettitt (1966,1979) en Marsilea. Este
ultimo autor sugirid que la causa seria una falla en la segunda divisidn meidtica, que
impediria la separacion completa de las microsporas. Stafford (1995) presentd imagenes de
pares de microsporas compartiendo el episporio en las especies Marsilea quadrifolia y
Pilularia globulifera, del noroeste de Europa.

La estructura de la esporodermis de microsporas Pilularia americana y Regnellidium
diphyllum estudiadas aqui es semejante a la observada en algunos de los fosiles mas antiguos
relacionados con esta familia. El episporio con una capa interna compuesta por cordones y
una lamina plegada hacia la superficie es comparable a la estructura de las esporas de
Crybelosporites minor descriptas por Li & Batten (1986), provenientes de estratos del
Cretacico inferior de China. Estas presentan un exosporio compacto, por sobre el cual se
observan “granulos”, que podrian ser cordones observados en seccion y una lamina delgada,
plegada, que conforma la superficie de la espora. Las microsporas de este taxon poseen una
papila proximal; a nivel ultraestructural se observa una separacion entre el exosporio y la

pared externa, semejante a la observada en Regnellidium.
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4. CONCLUSIONES
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Las Filicophyta heterosporadas constituyen un grupo muy particular dentro de los
helechos, debido a la presencia de heterosporia y a su habitat acuatico. De acuerdo a las
observaciones realizadas, ambos fenomenos podrian manifestarse en las caracteristicas de
las esporas.

La heterosporia se ve reflejada no solo por la diferencia en dimensiones de los dos
tipos de esporas, sino que incluye divergencias en la organizacion, estructura y
ultraestructura de la esporodermis. El andlisis de estas particularidades a nivel de cada
familia y género se precisa mas adelante, en las secciones dedicadas a las respectivas
familias.

En el ambiente acuatico o semiacuatico ocupado por estos helechos, el movimiento
en la columna de agua podria provocar el hundimiento de las esporas y representaria una
presion ambiental, al menos en ciertas partes del ciclo reproductivo. La presencia de
espacios en las paredes de las esporas, conforma un sistema intercomunicado que cumpliria
un rol importante durante el desarrollo, en la transferencia de sustancias hacia la espora en
formacion y ademads, una funcidén secundaria al incrementar la flotabilidad luego de la
liberacion de las esporas maduras.

Las esporas de las Filicophyta acudticas, presentan paredes gruesas en relacion al
volumen de la espora, resistentes en alto grado a la descomposicion. En algunos casos estas
esporas tienen la capacidad de permanecer sumergidas por largos periodos en los
sedimentos del fondo del cuerpo de agua, protegiendo al joven esporofito hasta que las
condiciones son favorables para su crecimiento. En Azolla ha sido mencionado desde hace
mas de un siglo la forma en que los gloquidios de las masulas y los cordones de la
superficie del complejo de la megaspora contribuyen a la adherencia de ambas estructuras
para facilitar la fertilizacién. En los otros géneros de Filicophyta heterosporadas seran
necesarios estudios del comportamiento de las esporas luego de su liberacion, el desarrollo
de gametofitos y el rol que desempefien las caracteristicas de la organizacion de las esporas
y la esporodermis en encuentro de las gametas.

Por otro lado, el medio acuatico proporcionaria la estabilidad hidrica indispensable
para desarrollar el ciclo reproductivo sin perturbaciones, por lo que las caracteristicas de las
esporas podrian mantenerse constantes. De acuerdo a las observaciones llevadas a cabo en

esta Tesis, los ejemplares de una misma especie colectados en areas geograficas con
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diferente clima o altitud no presentan diferencias significativas en la morfologia de sus
esporas.

Los caracteres palinoldgicos podrian resultar diagnosticos a diferentes niveles
taxonomicos. Asi, las particularidades de la parte proximal de las megasporas permitirian
discriminar los taxa a nivel de género. En Azolla se diferencian por sobre el polo proximal
de la megaspora el collar y la columna, acompafiados por flotadores. En Salvinia existe una
proyeccion trirradiada interna cubierta por facetas superficiales y en megasporas de
Marsilea, Pilularia y Regnellidium la pared se adelgaza es este sector y se proyecta
constituyendo una papila, con caracteristicas diferentes en cada género.

Las estructuras presentes en la parte proximal de las megasporas de Salvinia exhiben
similitudes con las del género Azolla. Asi, la proyeccion trirradiada interna de Salvinia seria
comparable a la columna de las megasporas de Azolla y los engrosamientos en las areas de
contacto entre las expansiones subtriangulares de Salvinia podrian asimilarse al collar de
Azolla. Sin embargo, los flotadores del sistema de las megasporas de Azolla no tienen
conexion directa con el resto de la esporodermis, sino por medio de cordones, mientras que
las expansiones externas de Salvinia son parte de la pared misma, de acuerdo a su semejanza
con la estructura del episporio en otros sectores de la megaspora. Seran necesarios estudios
de desarrollo en ambos géneros para poner a prueba la hipdtesis de homologia entre ambos
conjuntos de estructuras.

La esporodermis de las megasporas ofrece caracteres diagnosticos a nivel de familia
para Marsileaceae (hasta género en Regnellidium) y hasta género para Salvinia y Azolla. El
exosporio de Azolla se distingue por ser lacunoso, mientras que €ste es de tipo “blechnoide”
(con una capa interna delgada, continua, y una externa, de mayor espesor, con canales
radiales en todo su espesor y un estrato profundo con cavidades) en Salvinia y en los tres
géneros de Marsileaceae.

El episporio es de estructura lacunosa en las megasporas de todas los taxa estudiados.
Sin embargo los elementos que conforman esta pared y la forma en que se disponen son
diferentes en cada familia. En Azollaceae los elementos estructurales basicos son cordones,
unidos entre si en forma mas o menos laxa; en Marsileaceae se encuentran cordones largos y

delgados, dispuestos en diferente manera en cada una de las capas que forman esta pared.
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Las megasporas de Salviniaceae, en cambio, presentan paredes perforadas, con alvéolos de
diametro variable.

Otro caracter de utilidad diagndstica a nivel de familia es el modo de dispersion de las
microsporas. Las microsporas de la familia Marsileaceae se liberan como monades, mientras
que las microsporas de Azollaceae y Salviniaceae estan reunidas en masulas. Las masulas de
ambas pueden distinguirse por su forma y por la presencia de gloquidios en la superficie en
las de Azolla.

La morfologia de las microsporas resulta diagnodstica para la familia Marsileaceae. Por
otro lado, las microsporas de Azollaceae y Salviniaceae se asemejan en sus dimensiones, en
la ornamentacion poco marcada y en la estructura del exosporio, de tipo “blechnoide”.

En las microsporas de Marsileaceae se puede reconocer un episporio con dos o tres
capas. En Azollaceae y Salviniaceae las microsporas no presentan un episporio identificable.
Sin embargo se han observado puntos en donde el exosporio se encuentra soldado a la
estructura de la masula en Azolla. Observadas al MET el contraste de ambas estructuras es
semejante y podria indicar un origen y composicion homologo al de un episporio.

De acuerdo a las similitudes a nivel de megasporas, microsporas y masulas
encontradas entre Azolla y Salvinia, podria considerarse que estos géneros serian mas
cercanos entre si que con respecto a Marsileaceae. Los caracteres palinologicos coincidirian
entonces con los resultados de analisis filogenéticos previos, donde ambos forman un clado

cuyo grupo hermano resulta ser la familia Marsileaceae

Azollaceae

En Azolla, como se ha mencionado en el capitulo correspondiente, el pequeio
tamafio del esporofito, las semejanzas a nivel vegetativo entre las dos especies estudiadas y
la variabilidad de las plantas de acuerdo a las condiciones ambientales dificultan las
determinaciones. Las megasporas y masulas ofrecen en cambio varios caracteres que
resultan diagnésticos a nivel especifico: la ornamentacion y estructura de la esporodermis
de las megasporas y en menor medida, debido a un cierto grado de variabilidad, las
caracteristicas de los gloquidios.

Las megasporas se diferencian por la superficie, reticulada en Azolla cristata y con

areas poligonales separadas por depresiones profundas en A. filiculoides. Si bien en A.
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cristata se han observado variaciones en el diametro y disposicion de los elementos que
componen el reticulo superficial, en todos los casos resultan diferenciables de las
megasporas correspondientes a A. filiculoides. En A. cristata la superficie del complejo de
la megaspora que se encuentra cubierta por cordones es variable en los diferentes
ejemplares. Las caracteristicas de la superficie en ambas especies resultan especialmente
importantes ya que son faciles de apreciar con microscopio binocular a bajo aumento. A
nivel de la estructura de la esporodermis las diferencias se localizan en el episporio, con
dos capas lacunosas en A. cristata y una lacunosa interna y otra compacta externa en A.
filiculoides.

Los gloquidios de las masulas de A. filiculoides son siempre 0-2 septados, mientras
que en A. cristata se encuentran por lo general de 3-8 septos, si bien se han observado
ejemplares sin septos.

Las observaciones realizadas permitieron evidenciar algunos rasgos de la estructura
y ultraestructura de la esporodermis de las megasporas que no habian podido resolverse
hasta el momento. La presencia de estructuras circulares, observadas al MEB y MET en
seccion, con un didmetro similar al de los cordones que se observan en la superficie de las
megasporas, podria indicar que el origen de estos cordones se encontraria en la parte mas
profunda de la capa externa del episporio.

La configuracion de las estructuras accesorias proximales en las megasporas de
Azolla, de acuerdo al contraste observado al MET y las semejanzas con la estructura de la
pared, sugeriria que la columna y el collar son partes modificadas del episporio de la
megaspora.

La abertura de un canal a lo largo de la columna, tal como se observo con MO en
Azolla cristata, estaria determinada por lisificacion local a lo largo de un trayecto
determinado y posterior fusion de estas areas formando un espacio continuo. Este espacio
permitiria el contacto del area proximal de la megaspora con el exterior en el momento de
la germinacion. El proceso de germinacion de la megaspora implicaria asi, de acuerdo a lo
observado hasta el momento: 1) lisis local, 2) fusion de las areas en un trayecto continuo y
3) comunicacion directa del area polar proximal de la megaspora con el exterior a través del
canal. La presencia de este mecanismo de lisificacion a lo largo de la columna central en

otras especies de Azolla deberia ser confirmada en estudios futuros.
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Las microsporas en ambas especies de Azolla son muy semejantes en tamafo,
superficie y estructura de la pared. El exosporio es de tipo “blechnoide”, soldado en algunos
puntos con la estructura de la masula y con un contraste semejante a ésta al observarse al
MET. La continuidad entre el exosporio y la masula y la probable semejanza en su
constitucion, de acuerdo a la respuesta a las sustancias de contraste, podria ser homdloga a la

relacion entre el exosporio y el episporio de las megasporas.

Salviniaceae

En Salvinia es un hecho relevante la ausencia de esporas en los ejemplares de Salvinia
adnata; si bien se pueden encontrar ejemplares con esporangios diferenciados en ningun
caso estos han alcanzado un desarrollo completo. La presencia de esporangios abortados en
las otras especies de Salvinia indicaria que las dificultades en la reproduccion sexual son
frecuentes en este género. En contraposicion, la facilidad con que se reproducen por via
vegetativa proporcionaria al grupo una estrategia mas eficaz para la répida colonizacién
cuando el ambiente es favorable.

En esta Tesis se han descripto por primera vez las megasporas, masulas y microsporas
de Salvinia biloba y S. minima y la proyeccion proximal de las megasporas de S. auriculata.

La dificultad para la determinacion de las especies en Salvinia responde a causas
semejantes a aquéllas observadas en Azolla: las similitudes en la morfologia del esporofito
en todos los representantes del género y la plasticidad fenotipica. Las megasporas, sin
embargo, aportan caracteres que resultan diagnésticos para Salvinia minima, como la
ornamentacion y la morfologia de su proyeccion proximal.

Las megasporas de Salvinia auriculata'y S. biloba son semejantes en sus dimensiones
y su contorno ovoide en vista ecuatorial mientras que las de S. minima son de menor tamaio,
con un contorno ovoide a romboidal en vista ecuatorial. Las caracteristicas de la superficie
son ligeramente diferentes en las tres especies, si bien ésta es lomada en todos los casos. En
S. minima los lomos son mas bajos y ademas hay una densidad mayor de perforaciones en el
area ecuatorial.

Las megasporas producidas por Salvinia auriculata 'y S. biloba poseen una proyeccion
trirradiada central, interna y facetas subtriangulares externas bien desarrolladas. En S.

minima estos elementos son menos conspicuos y aplanados lateralmente.
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La separacion de las expansiones proximales observada en las megasporas de S.
biloba, acompafiada por la ruptura de la pared del megasporangio, permitiria la exposicion
de la estructura central interna y eventualmente, del gametofito, facilitando asi la proximidad
con los anterozoides.

A nivel de la estructura de la esporodermis, en megasporas no se apreciaron
diferencias en el exosporio al observarse con MEB. En Salvinia biloba, estudiada con MET,
pudo determinarse que éste es de tipo “blechnoide”.

El episporio es semejante en las megasporas de S. auriculata, S. biloba 'y S. minima. La
proyeccion trirradiada y las facetas proximales, de estructura lacunosa, poseen
caracteristicas semejantes a las de las areas ecuatoriales y distales de la pared. Tal similitud
morfoldgica y su continuidad con la pared de la megaspora indicarian que éstas se han
desarrollado en el mismo plan que el episporio.

No se observaron diferencias en la morfologia y estructura de las masulas entre las tres
especies estudiadas de Salvinia. Asimismo las microsporas poseen caracteristicas
morfoldgicas y ultraestructurales semejantes. Ninguno de estos caracteres resultaria
diagnostico a nivel especifico.

En las microsporas de Salvinia biloba observadas al MET se evidencio sobre la
superficie del exosporio una capa electrodensa, delgada, continua, formada por fibrillas
delicadas. Futuras investigaciones dedicadas al desarrollo de las microsporas podrian revelar
la naturaleza de esta capa, su composicion quimica y su origen.

El contraste del exosporio de las microsporas, al ser observado al MET, es similar al de
la masula. Por otra parte, la estructura de la mésula, con alvéolos de diferentes diametros, es
semejante a la del episporio de las megasporas. La masula podria resultar una estructura
homologa a la del episporio, si bien son necesarios posteriores estudios sobre desarrollo de
masulas y microsporas para comprobar si existe tal homologia.

En el transcurso de esta investigacion se pudo observar la semejanza de megasporas,
microsporas y masulas de las especies actuales de Salvinia presentes en el Cono Sur con
otras especies de Salvinia neotropicales y del Viejo Mundo. De la misma manera se observo
la semejanza de estas estructuras con las de taxa fosiles asignados a este género desde el
Paleoceno. Las similitudes a nivel morfologico y estructural permiten destacar la estabilidad

de las caracteristicas de las esporas de este género a lo largo del tiempo. Asimismo la
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conservacion de estas estructuras permite suponer que su adquisicion ha sido de importancia

para la supervivencia y competencia en el medio acuatico.

Marsileaceae

Las megasporas de Marsilea, Pilularia y Regnellidium se diferencian por su forma y
por las caracteristicas de sus papilas proximales. Marsilea presenta megasporas elipsoidales
con papilas de baja altura; en Pilularia las megasporas son ovoides, con una papila alargada
y en Regnellidium las megasporas son subesferoidales, con una papila integrada por
segmentos, que se encuentran generalmente plegados, en disposicion espiral.

La superficie de las megasporas esta determinada por dos factores: 1) el grado de
hidratacion de la capa lamelar externa de la esporodermis y 2) la estructura de la capa
subyacente (episporio medio), compuesta por cordones en todos los casos. En Marsilea y
Pilularia el episporio medio posee tabiques que determinan espacios tubulares o
prismaticos, cuyos extremos distales son abiertos. Cuando la capa lamelar externa se
encuentra deshidratada, se hunde, quedando ligeramente por debajo del contorno de los
extremos de estos espacios. En este caso la superficie se observa como un reticulo poco
marcado. Cuando la capa externa estd completamente hidratada, se eleva ligeramente por
sobre los extremos de los espacios y la superficie se observa entonces como rugulada o
verrucosa. En Regnellidium la capa externa lamelar es de mayor espesor que en los otros
géneros y el episporio medio estd formado por tabiques que determinan espacios radiales, al
igual que en Marsilea y Pilularia. Sin embargo en este género los extremos de estos espacios
se encuentran rematados por un casquete convexo, por lo que la superficie se observa como
Verrucosa.

A nivel de la ultraestructura de la esporodermis, las megasporas de Marsilea,
Pilularia y Regnellidium comparten algunas caracteristicas. El exosporio es de tipo
“blechnoide”, compacto y el episporio estd conformado por elementos basicos en forma de
cordones. La capa interna del episporio es semejante en los tres géneros estudiados, con
cordones que se disponen en forma tangencial a la superficie. La capa media esta integrada
en Marsilea, Pilularia y Regnellidium por los cordones parcialmente fusionados, formando
tabiques. El grado de fusion entre cordones es variable a niveles intra- e interespecificos, en

algunos casos se observen cordones individualizados y en otros casos se fusionan en una
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membrana continua, no obstante, son evidentes algunos cordones adheridos en superficie.
Hacia su extremo distal los tabiques se fusionan y determinan en Regnellidium un casquete,
mientras que en Marsilea y Pilularia los espacios radiales poseen extremos abiertos. La
capa externa lamelar es delgada en Marsilea y Pilularia, mientras que en Regnellidium es
de mayor espesor y presenta proyecciones y camaras en los distintos sectores de la
megaspora.

Los cordones del episporio, fusionados en mayor o menor medida, al disponerse en
distintas orientaciones originan capas de estructura diferente, posiblemente con
propiedades mecanicas particulares.

Cuando se observa al MEB en seccidn, la estructura de las papilas de las megasporas
en los tres géneros es comparable a la del episporio de los otros sectores, pero las capas
presentan espesores reducidos.

Las caracteristicas de las microsporas de Marsileaceae resultan diagnosticas a nivel de
género al considerarse en conjunto. Asi, las microsporas poseen dimensiones similares en
los tres géneros, pero las de Regnellidium se diferencian por la presencia de una papila
proximal y por su ornamentacion. Las microsporas de Marsilea y Pilularia poseen
morfologia y caracteristicas superficiales similares, aunque el analisis de su estructura, tal
como se observa con MEB o MET, permite diferenciarlas.

El episporio de las microsporas de Marsilea presenta dos capas, una interna plegada
y una capa externa lamelar mas contrastada. En Pilularia y Regnellidium presenta un
patron similar, compuesto por una capa interna de cordones, una media plegada y la
externa delgada, lamelar. En los tres géneros la capa mas externa de la pared atenua el
relieve de los pliegues internos.

La participacion de los elementos de la capa interna del episporio, ademas de la capa
media en la constitucion de la papila de las microsporas de Regnellidium ha sido sefialada
en esta Tesis por primera vez.

En ciertos ejemplares de Marsilea deflexa, M. mollis y Regnellidium diphyllum se
han observado, ademas de las esporas individuales, diades o triades de microsporas que
comparten un mismo episporio. Es probable entonces que las fallas en la meiosis durante la
esporogénesis constituyan un fendmeno extendido dentro de la familia. Por otra parte, en

vista de las particularidades de la liberacion de las microsporas en las otras familias de
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Filicophyta heterosporadas, podria tratarse de una tendencia hacia la dispersion agrupada
para optimizar el proceso de fertilizacion. Serdn necesarios estudios de desarrollo para
esclarecer la formacion de estos conjuntos de esporas, asi como para evaluar su
funcionalidad.

La morfologia de las papilas de las megasporas de Marsilea posibilitaria una
distincion entre dos grupos de especies. El primer grupo estaria caracterizado por papilas en
forma de domo, sin anillo y el segundo por la presencia de un anillo engrosado en la papila.

La variabilidad observada en el tipo de elementos que conforman la superficie de las
microsporas en Marsilea podria responder al estado de desarrollo de la pared. Este
determinaria la presencia o ausencia de la capa lamelar externa, por lo que la
ornamentacion no seria de utilidad diagnostica a nivel especifico.

En las microsporas de Marsilea ancylopoda y M. mollis las diferencias mencionadas
en la altura y extension lateral de los pliegues de la capa interna del episporio, asi como la
variacion en la densidad de fibrillas entre los pliegues, podrian corresponder a diferentes
grados de maduracion de las esporas. Asi, al aumentar el volumen de la espora se produciria
una distension de la pared, por lo que los pliegues se extenderian horizontalmente, al mismo
tiempo que decreceria su altura. Estos movimientos producirian ademads el desgarramiento y
separacion de las delicadas fibras que se encuentran entre ellos, asi como la ruptura de la
capa lamelar externa. Para poner a prueba esta hipoOtesis serdn necesarios estudios de
esporogénesis.

A partir de la comparacion de la estructura de mega- y microsporas, se evidencian
ciertos patrones dentro de la familia Marsileaceae. El episporio de las megasporas
presentaria semejanzas con el de las microsporas de Pilularia y Regnellidium. En ambos
casos hay una capa interna compuesta cordones, una capa media, formada por cordones
parcial o totalmente fusionados que determina espacios alargados radialmente y una capa
lamelar externa. La similitud en la estructura y el contraste al observarse con MET podrian
indicar la homologia entre las capas interna y media de los episporios de ambos tipos de
esporas. La estructura y el contraste de la capa lamelar, diferentes del resto de la pared,

podrian sugerir un origen y composicion distinto al del resto del episporio.
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La comparacion de la estructura de la esporodermis de las microsporas de Pilularia'y
Regnellidium con la de esporas fosiles relacionadas con esta familia podria indicar la
persistencia de esta organizacion de la pared desde el Cretacico inferior.

Otro patrén sugestivo es la presencia de estructuras proximales en forma de papila,
conformadas por el episporio con espesor reducido en todas las megasporas y en
microsporas de Regnellidium.

Las Filicophyta acudticas se han adaptado al su ambiente y han alcanzado su éxito
reproductivo mediante estrategias particulares, diferentes a las de otros grupos de plantas
presentes en el mismo habitat. Si bien estas familias no son tan antiguas como otras
Filicophyta, ni tan numerosas en géneros y especies, su estudio y conservacion podran

aportar conocimientos aplicables en diversos campos.

Proyecciones futuras

El reconocimiento de las caracteristicas morfoldgicas, estructurales y
ultraestructurales de las esporas de las Filicophyta heterosporadas podria ser de utilidad en
otras disciplinas de la Botanica. Los estudios de esporogénesis serian claves para la
identificacion de homologias a nivel morfoloégico y ultraestructural, entre mega- y
microsporas de una misma especie, asi como entre diferentes géneros.

Desde el punto de vista sistematico, los caracteres palinologicos podrian ser de
utilidad a diversos niveles jerarquicos.

Asimismo las semejanzas que algunas de las esporas manifiestan con esporas
recuperadas de sedimentos a partir del Cretacico permitirian ajustar las asignaciones
botanicas de material fosil.

La identificacion de esporas relacionadas con Filicophyta heterosporadas
proporcionaria elementos para las reconstrucciones paleoambientales, dado el habitat
acuatico o semiacudtico al que esta adaptado el grupo.

El anélisis de las caracteristicas de ambos tipos de esporas, asi como su comparacion
con fosiles relacionados, en un marco filogenético, podrian contribuir a la comprension de

como se desarrollo la heterosporia en cada familia.
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GLOSARIO

Este Glosario retine algunos de los términos utilizados en la presente Tesis; incluye
vocablos generales aplicados en descripciones palinoldgicas, asi como algunos utilizados
especificamente para tratar las esporas de las Filicophyta heterosporadas.

A continuacion de la mayoria de los términos se incluye la cita del autor o autores que

los acufiaron o precisaron su definicion.

Abertura: (Erdtman, 1947; Lugardon, 1972). Es una region diferenciada del exosporio,
adelgazada, por donde se produce la germinacion de la espora. En las Filicophyta la abertura
es de posicion proximal.

Acetorresistente: cualidad de una sustancia o estructura de resistir la degradacion
ocasionada por el tratamiento de acetolisis.

Acrolamela: (Li & Batten, 1986). Es un tipo especial de gula, con segmentos en forma de
laminas. El término se utilizd principalmente para referirse a esporas fosiles. Recientemente
fue adoptado por Schneider & Pryer (2002) y Lupia et al. (2000) para describir la proyeccion
proximal en esporas de Marsileaceae y por Nowak & Lupia (2004) para megasporas de
Marsileaceae y Salviniaceae.

Bacula (sing. baculum): (Potonié, 1934). Elemento presente en la superficie de la espora,
alargado en sentido radial, de forma cilindrica, de més de 1 um de longitud y de anchura
menor que esta medida.

Blechnoide: (Lugardon, 1972). Tipo de exosporio que comprende dos capas, una interna
delgada y otra externa de mayor espesor que posee un estrato profundo fisurado, con
numerosos canales y cavidades.

Capa: (Lugardon, 1972). Parte de una pared que se distingue por caracteres morfoldgicos o
estructurales particulares.

Cara distal: (Ertdman, 1952). Parte de la espora ubicada hacia afuera de la tétrade durante
su formacion.

Cara proximal: (Erdtman, 1952). Parte de la espora ubicada hacia el centro de la tétrade
durante su formacion, en contacto con las otras esporas. En las Pteridophytitas es la cara

sobre la que se encuentran las lesuras.
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Clavas: (Iversen & Troels-Smith, 1950). Elementos superficiales de més de 1 pum, alargados
en sentido radial, con un apice engrosado con respecto a su base.

Collar: (Sweet & Hills, 1971). Engrosamiento presente en las megasporas de Azolla, que
delimita la periferia de la espora en su parte proximal.

Columna: Proyeccion proximal de la esporodermis de las megasporas de Azolla de forma
mas o menos conica, de posicion central. En las especies estudiadas esta rodeada por los tres
flotadores.

Diade: Conjunto de dos microsporas que se dispersan como una unidad.

Ecuador: (Wodehouse, 1935). Es la zona entre las caras proximal y distal de una espora.
Eje polar: (Wodehouse, 1935). Es el eje que conecta ambos polos.

Episporio: (Russow, 1872). Pared ubicada por fuera del exosporio, en esporas de
Filicophyta heterosporadas. Segiin Lugardon & Husson (1982), su formacion es posterior a
la del exosporio y todos las capas que integran el episporio se forman simultaneamente.
Esporocarpo: estructura de diverso origen y consistencia que encierra los soros en los
helechos acuaticos heterosporados.

Esporodermis: (Lugardon, 1972). Conjunto de paredes que rodean el contenido celular de
una espora.

Esporopolenina: (Zetsche & Vicari, 1931). Biopolimero acetorresistente que compone las
paredes de las esporas.

Estrato: (Lugardon, 1972). Parte de una capa que presenta caracteristicas morfologicas,
morfogenéticas, fisicas o quimicas que la diferencian de otras partes de la capa considerada.
Exosporio: (Lugardon, 1972). Pared mas interna de las esporas, acetorresistente, continua
en toda la periferia de la espora, sobre la cual se localiza la abertura en la cara proximal.
Flotadores: Estructuras accesorias de la megaspora de Azolla, de estructura lacunosa, que se
disponen alrededor de la columna central.

Globulo: (Lugardon, 1981). Elemento presente en la superficie de las esporas de helechos,
de forma esférica y diametro variable, con una composicion semejante a la de la parte
externa del exosporio. Son homologos de los corpusculos de Ubisch descriptos en

Angiospermas (Rowley, 1963) y en Filicophyta (Morbelli, 1977).
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Gloquidios: (Strasburger, 1873). Son proyecciones que se encuentran sobre la superficie de
las mésulas de Azolla. En las especies estudiadas constan de un cuerpo tubular, con o sin
septos transversales, y de un extremo distal con forma de ancla.

Gula: (Potonié¢ & Kremp, 1955). Es una extension de la cara proximal de una megaspora,
con forma de cuello. Generalmente el término se aplica para megasporas fosiles.
Heterosporia: produccion de dos tipos de esporas, cada una de las cuales puede dar origen a
un gametofito dioico. En general, ademas de la diferenciacion fisiologica de ambos tipos de
esporas, el término se refiere a la produccion de esporas de diferentes dimensiones. Se suelen
emplear los 200 um como limite arbitrario para el empleo del término megaspora.
Lacunoso: Estructura de tipo alveolar, con numerosos espacios. Se adopto para evitar la
confusion con el término alveolar, utilizado por Van Campo (1971) para caracterizar la
pared de las Gimnospermas.

Lesura: (Erdtman, 1946). Cada una de las ramas de la abertura de las esporas de las
Pteridofitas, ubicada en el polo proximal.

Lumen: (Potonié, 1934). Espacio determinado por los muros de un reticulo.

Masulas: (Mettenius, 1847) Cuerpo de estructura lacunosa en el que se encuentran reunidas
las microsporas en los géneros Azolla y Salvinia.

Megaspora: Tipo de espora que al germinar origina un gametofito femenino solamente. En
el caso de esporas pertenecientes a taxa fosiles, donde no pueden seguirse las etapas del
desarrollo se determinan arbitrariamente como megasporas aquéllas que superan los 200 um
en su eje mayor.

Microspora: Tipo de esporas que al germinar originan solamente gametofitos masculinos.
Pared: (Lugardon, 1972). Cada uno de los elementos que componen la esporodermis. Cada
pared posee caracteristicas propias que permiten diferenciarlas de las demas. En las
Filicophyta heterosporadas se distinguen dos paredes acetorresistentes: exosporio y
episporio.

Pila (sing. pilum): (Erdtman, 1952). Elemento presente en la superficie de una espora,
alargado en sentido radial, compuesto por una parte inferior cilindrica y un extremo
expandido, de forma globosa.

Polo: (Wodehouse, 1935). Cada uno de los extremos del eje polar de la espora.
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Proximal: (Jackson, 1928). Término aplicado a los caracteres referidos a la cara proximal de
la espora.

Reticulo (pl. reticula): (Praglowski & Punt, 1973). Tipo de ornamentaciéon conformado por
muros unidos en un disefio en forma de red, entre los cuales quedan determinados lumenes
de mas de 1 um de didmetro.

Rugulado: (Iversen & Troels-Smith, 1950). Tipo de ornamentacion conformada por
rugulas, elementos alargados, cuya dimension mayor es paralela a la superficie, de mas de 1
um, dispuestos en forma desordenada.

Trilete: (Erdtman, 1943). Tipo de abertura que posee tres lesuras.

Verruga: (Iversen & Troels-Smith, 1950). Elemento presente en la superficie de la espora,

de mas de 1 um de anchura, mas ancho que alto y no constrefiido en su base.
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