




























































































































































































































































































































































































Lamina 20
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Lamina 21. Ultraestructura de la esporodermis de Sphaeropteris gardneri:

A. Seccion de la esporodermis. Se distinguen exosporio (E) y el perisporio externo (Pe).
Se diferencian los tres estratos del perisporio interno: interno (i), medio (m) y externo
(e). La flecha sefiala uno de los canales que se observan en el estrato medio. Barra: 250

nm.
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4. 3. 3 Discusion

En base a los resultados obtenidos, podemos caracterizar a las esporas de Sphaeropteris
gardneri por presentar una superficie formada por lomos bajos cortos, que portan largas
espinas en el margen. Estos resultados se corresponden con los observados por otros
autores para otros taxa del género (Tryon, 1971; Erdtman & Sorsa, 1971; Gastony &
Tryon, 1976; Liew & Wuang, 1976; Braggins & Large, 1990; Tryon & Lugardon, 1991;
Conant et al., 1996; Korall et al., 2007).

Las espinas sobre los lomos son altas y numerosas en el polo distal y escasas sobre las
lesuras. Braggins & Large (1990) indicaron esta misma disposicion de los elementos
ornamentales para S. medullaris.

La superficie de las esporas es lisa y sobre ella se observan esferoides de distinto
tamafio que, observados al TEM, presentan un centro menos electrodenso que la
periferia, con contraste semejante al del exoporio rodeado por una capa con similar
contraste y estructura que la del perisporio. En base a estos datos podemos inferir que se
trata de “globulos”, segin lo propuesto por Lugardon (1981).

A nivel ultraestructural con TEM podemos reconocer un exosporio “blechnoide”, segin
fue definido por Lugardon (1974), y un perisporio compuesto por dos capas, una interna
formada por tres estratos y una externa de estructura masiva. La estratificacion definida
coincide con los resultados obtenidos por Lugardon (1971, 1974) para Sphaeropteris
cooperi y S. medullaris, aunque la interpretacion que se realiza de la ultraestructura
difiere en algunos aspectos a la detallada por ese autor. Asi, las observaciones del
material aqui analizado ponen de manifiesto que la capa interna del perisporio esta
formada por cordones con canales internos que se interrelacionan de distinta manera; en
base a la configuracion espacial cada estrato adquiere un aspecto diferente. Esta

interpretacion difiere de la descripta por Lugardon (/. ¢.), quien observo que los estratos
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interno y medio estdn formados por una sustancia grumosa sobre la que se fijan o no
granulos oscuros, y el estrato externo estaria formado por finos granos poco
contrastados.

En el presente trabajo se interpreta que la capa externa del perisporio esta formada por
cordones de disposicion compacta. Esta estructura, asi como la disposicion de sus
elementos y la naturaleza quimica de los mismos, hace dificultoso su contraste con los

fijadores y tinciones de rutina en microscopia electronica.
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Mapa 3. Distribucion de Sphaeropteris gardneri en el Cono Sur.
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5. CONCLUSIONES

GENERALES
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Morfologia de las esporas

En relacion a la morfologia de las esporas de las Cyatheaceae aqui estudiadas se puede
concluir que, en todos los casos las esporas son triletes, triangulares en vista polar, con
los lados rectos a concavos. En vista ecuatorial generalmente son convexo-hemisféricas.
Las lesuras son rectas en Cyathea y Sphaeropteris y sinuosas en Alsophila. El
perisporio es el que conforma la escultura de las Cyatheaceae.

En los taxa examinados se observan tres tipos de elementos de la ornamentacion, los
cuales se corresponden con cada uno de los géneros estudiados. Asi, Sphaeropteris se
caracteriza por presentar lomos bajos con espinas altas en el margen, paralelos a los
lados de la espora y con globulos de distinto tamafio sobre la superficie. La
ornamentacion de las esporas de Alsophila estd constituida por lomos-crestados de
distinta longitud, generalmente altos y de distribucion variable. También se pueden
encontrar superficies aplanadas y globulos superficiales. En Cyathea la superficie de las
esporas se caracteriza por presentar una red tridimensional de cordones con los
extremos distales libres o fusionados formando espinas. Estos cordones pueden
presentar una superficie lisa o irregular, manifestando los distintos estadios de
desarrollo en que se encuentran las esporas de cada ejemplar estudiado.

La diversidad que presenta la ornamentacion, expresaria las diferentes composiciones
espaciales que adquirieron los elementos constitutivos del perisporio a lo largo de la
historia evolutiva del grupo. Se especula que las caracteristicas externas de las esporas
podrian estar relacionadas con innovaciones en la esporogénesis, estrategias de
dispersion y mejor aprovechamiento de recursos.

En lo que se refiere a la superficie del exosporio, en Alsophila y Sphaeropteris es lisa;

en cambio la mayoria de las especies de Cyathea presentan perforaciones, con
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excepcion de C. atrovirens y C. delgadii. Esta ltima especie se diferencia del resto de
las Cyatheaceae del area por tener un exosporio verrucoso constituido por dos capas.
Otra caracteristica importante de destacar en el exosporio es la presencia, en todas las
especies analizadas, de una o mas hileras de perforaciones a los lados de las lesuras.

De esta manera se puede observar, no solo la delimitacion de géneros a través de la
morfologia de las esporas, sino también la conformacion de grupos de especies
relacionadas por este caracter. Estas caracteristicas ademas, podrian apoyar tendencias
evolutivas e hipotesis filogenéticas formuladas en estudios recientes.

Estas conclusiones estan en coincidencia con lo observado por Johns (2004) en su
estudio sobre los helechos arborescentes en Nueva Guinea, donde pone de manifiesto la

importancia de los caracteres palinologicos en los estudios sistematicos del grupo.

Ultraestructura de las paredes de las esporas

El andlisis con microscopio electronico de transmision arroja resultados novedosos que
aportan informacion de relevancia sobre la esporodermis de esta familia,
particularmente la relacionada con la estratificacion, las unidades ultra y
subestructurales que la conforman y la importancia de los protocolos utilizados en la
fijacion y el procesamiento. Estos datos son de importancia fundamental para inferir la
posible funcion que cumplen los elementos que conforman la pared de las esporas y
probablemente las relaciones entre los distintos grupos de helechos arborescentes.

Como primera generalizacion podemos advertir que el exosporio de todas las especies
estd constituido por dos capas bien diferenciadas. Una capa interna delgada, mas
evidente en la base de la lesura, y una capa externa mas gruesa y menos electrodensa
que la anterior, excepto en el limite con la interna, debido a la gran cantidad de canales

y cavidades presentes. Esta conformacién fue denominada por Lugardon (1971) como
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“blechnoide” y se encuentra en las Cyatheaceae y en numerosas familias de
Pteridophyta.

En el caso de Cyathea delgadii el exosporio externo presenta un estrato superficial que
conforma las verrugas, que se caracteriza por una elevada densidad a los electrones. A
pesar de esta diferencia de electrodensidad, no se observan variaciones en la
ultraestructura con respecto al resto de la capa. Se infiere por tanto que esta variacion al
paso de los electrones podria estar relacionada con alteraciones asignables a los
protocolos utilizados en el procesamiento del material.

Las diferencias encontradas entre los géneros, se observan a nivel de la escultura y
estructura del perisporio. Sin embargo las unidades constitutivas de esta pared son
semejantes y podrian cumplir una funcion similar.

Al comparar la estructura de la esporodermis de las especies presentes en el area en
estudio de Alsophila y Sphaeropteris, se observa una marcada coincidencia en la
estratificacion del perisporio, con una capa interna con tres estratos y una externa
uniestratificada, lo que coincide con los resultados obtenidos por Tryon & Lugardon
(1991). De esta manera, y teniendo en cuenta la informacion disponible sobre la
estratificacion de la esporodermis en helechos se estima que, este tipo de estructuracion
seria exclusiva de las Cyatheaceae y en especial, de los dos géneros arriba mencionados.
A pesar de estos rasgos compartidos, existen diferencias en el arreglo espacial de las
unidades estructurales en cada género. La diferencia méas marcada se observa en la capa
externa del perisporio. En Sphaeropteris los cordones que la componen se encuentran
muy apretados y presentan un aspecto homogéneo y ordenado. En cambio en Alsophila
los cordones se contrastan con mayor intensidad y pueden individualizar en las
secciones transversales, estan entrelazados de manera laxa y en algunos casos, se unen

€n manojos.
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El perisporio de Cyathea presenta caracteristicas muy distintas a las encontradas en los
otros dos géneros analizados. Estd constituido por dos capas, que ponen de manifiesto
una dréstica reduccion en la estratificacion con respecto a los otros géneros. Se puede
hacer una homologia entre los cordones que constituyen la capa interna de Cyathea y
los observados en las distintas capas y estratos de Alsophila y Sphaeropteris. Estos
cordones tienen aproximadamente el mismo didmetro (100 nm) y estdn formados por
sub-unidades enrolladas helicoidalmente sobre un eje central, formado por uno o dos
canales centrales.

Se observa una marcada similitud en las dimensiones y subestructura de los cordones de
las Cyatheaceae con respecto a estructuras similares encontradas en angiospermas (e. g.,
Rowley, 1981) y Lycophyta (Morbelli, 1995). De esta manera, y en base a estudios
previos realizados en angiospermas (Rowley et al., 1970; 2003) y otras Pteridofitas
(Pettit & Jermy, 1974; Pettit, 1976; Morbelli & Rowley, 1993), se podria inferir que los
cordones y canales tendrian un rol fundamental en la translocacion de sustancias en las
primeras etapas del desarrollo, por lo que se estima que la eliminacion de estratos podria
facilitar esta tarea.

El analisis de la ultra y subestructura de estos taxa, en base a las conclusiones obtenidas
de la observacion de otros caracteres por otros autores, estaria sefialando que los
procesos evolutivos tendieron a la reduccion de capas del perisporio. Sin embargo, la
manera en que se organizan y relacionan los cordones tiende a ser mas compleja, y por
tanto mas funcional, en los géneros mas derivados, llegando a formar espinas en la
superficie de Cyathea.

Gastony (1974) estudio las caracteristicas de las esporas y de los esporangios de las
Cyatheaceae y determin6 que Alsophila tenia menor cantidad de esporas y esporangios

mas pequefos que Sphaeropteris 'y Cyathea. Concluyd que estas caracteristicas
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favorecian la dispersion de las esporas en Alsophila dentro de esporangios y las esporas
sueltas en los otros dos géneros. De esta manera, los resultados obtenidos en el presente
estudio sugieren que la reduccidon de estratos de la esporodermis y la presencia de
espinas, podrian estar relacionadas con la tendencia evolutiva de alivianar y dotar de
una superficie mds acorde con la dispersion por el viento a las esporas de las
Cyatheaceae. Asi, se encuentra la maxima expresion de estas caracteristicas en Cyathea,
el género mas derivado del grupo segln los tltimos andlisis filogenéticos.

Queda por corroborar la validez de la hipdtesis planteada en el parrafo anterior en
futuras investigaciones basadas en estudios de desarrollo que incluyan métodos
experimentales de infiltracion de la pared y andlisis de la dispersion de las esporas.

Un apartado especial es necesario para discutir la organizacion interna de los cordones,
observados en el perisporio de todos los taxa estudiados y que constituirian la base
subestructural del perisporio.

En Alsophila y Sphaeropteris estos cordones se pueden individualizar en el estrato
medio de la capa interna del perisporio aunque, con mayor dificultad, se pueden
observar en el resto de la pared. Estos cordones se encuentran enrollados rodeando uno
0 mas canales centrales rellenos por una sustancia oscura.

En el material de Cyathea se visualiza mas claramente la ultraestructura de los
cordones. En las imagenes con mayor aumento (85.000x) se observa que estos tienen
alrededor de 100 nm de diametro y canales en su interior. Estos ultimos, de
aproximadamente 10 nm de didmetro, serian las subunidades basicas que forman los
cordones mayores y podrian asemejarse a las estructuras descriptas por Wittborn et al.
(1998) en Fagus y Lycopodium. Apoyan esta hipétesis el tamafo de las unidades y
subunidades estructurales, la disposicion espacial de las mismas y un estriado

caracteristico en las subunidades basicas. La utilizacion de microscopios mas
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poderosos, como los de fuerza atdmica o efecto tunel, podrian aportar informaciéon mas
precisa sobre la estructura fina de estos elementos y, de esta manera, poner en evidencia
la presencia de estructuras similares en otros grupos alejados filogenéticamente.

Con respecto al procesamiento quimico realizado en las muestras, es importante
destacar los diferentes resultados obtenidos al utilizar material fresco o de herbario, o
cuando se utilizan para fijar, diferentes cationes, como Alcian Blue (AB) o Rojo de
Rutenio (RR). En las muestras provenientes de material fresco y fijado con
Glutaraldehido (GA) + RR se pueden distinguir claramente la ultraestrucura y los
elementos constituyentes de la pared. Por el contrario, en las muestras de material de
herbario y fijadas con GA+AB, la ultraestructura es menos discernible o estd muy
modificada. Estos resultados se obtienen como consecuencia de que en el material vivo
existen sustancias (e. g. glicoproteinas) que son puestas en evidencia por fijadores
especiales, como el RR, y que se degradan cuando el material es herborizado.

Los resultados que se desprenden de este estudio, plantean la necesidad de realizar
futuras investigaciones sobre desarrollo de las paredes dentro de las Cyatheaceae. Estas
podrian ayudar a entender mejor las distintas etapas de la formacion de las paredes, asi
como la ultraestructura y caracteristicas funcionales de las mismas. De esta manera se
podra comprender el origen, la organizacion e inferir la funcion de los canales y los
cordones constitutivos del perisporio, el significado de la presencia de las superficies
aplanadas en ciertos sectores en Alsophila y la posible participacion de los globulos en
la formacion de la pared.

Para finalizar, las caracteristicas de la ornamentacion y la ultraestructura del perisporio
apoyarian la hipdtesis que la complejidad de la esporodermis estaria relacionada con las
distintas estrategias seguidas por este grupo, en lo que respecta a la dispersion y éxito de

supervivencia de los gametofitos. Por este motivo las caracteristicas de la pared de las
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esporas ponen en evidencia como los helechos arborescentes han respondido a los

ambientes donde habitan.

Filogenia y sistematica

Los caracteres de las esporas, por ser altamente conservativos, podrian ser considerados

de gran importancia en la resolucion de problemas sistematicos y filogenéticos en las

Pteridophyta. Asi lo demuestran los trabajos de Korall & Taylor (2006) y Moran ef al.

(2007), donde compararon la morfologia de las esporas de Selaginella y Elaphoglossum

respectivamente, con las hipotesis filogenéticas mas recientes para cada género.

Los caracteres palinoldgicos utilizados en este trabajo demostraron ser importantes en la

caracterizacion de clados obtenidos en los estudios previos. De esta manera los datos

obtenidos en el presente trabajo aportarian informacion de gran valor para la sistematica

y la filogenia.

Si bien la morfologia y la estructura de las esporas aqui estudiadas no muestran

uniformidad para la familia Cyatheaceae, si ponen en evidencia una homogeneidad

particular para cada género, pudiéndose utilizar como caracteres diagnosticos a ese

nivel:

e Sphaeropteris: lomos bajos con espinas coOnicas largas en el margen. Perisporio con
dos capas, la interna con tres estratos.

e Alsophila: lomos altos y, en muchos casos, crestados. Perisporio con dos capas, la
interna con tres estratos.

e Cyathea: red tridimensional de cordones con los extremos libres que; en algunos
casos se fusionan formando pequefias espinas. Perisporio con dos capas, la interna

con dos estratos.
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Luego de décadas de largas discusiones sobre la delimitacion sistematica de las
Cyatheaceae, los ultimos estudios filogenéticos basados en caracteres moleculares,
morfoldgicos y/o paleontoldgicos (Conant et al., 1994; 1995; 1996; Korall et al., 2006;
2007; Schuettpelz & Pryer, 2007) identifican tres grandes clados: Alsophila, Cyathea y
Sphaeropteris.

Existen dos hipotesis sobre la posicion de estos clados en el esquema filogenético.
Conant et al. (1994; 1995; 1996) presentaron filogenias donde Alsophila aparece como
género basal, a partir del cual se deriva un clado superior formado por Cyathea y
Sphaeropteris. En cambio, Korall et al. (2006; 2007) y Schuettpelz & Pryer (I c.)
encuentran como basal a Sphaeropteris, y como grupos derivados a Cyathea y
Alsophila.

En base a las diferencias encontradas en la ultraestructura del perisporio, sumados a las
caracteristicas de la ornamentacion y la informacion recabada de las ultimas hipdtesis
filogenéticas, se sugiere que existiria una tendencia a la complejizacion del perisporio
en sentido Sphaeropteris—Alsophila.

En el area de estudio, la maxima expresion de las diferencias en la ornamentacion se
pueden observar en S. gardneri, con esporas con lomos bajos y grandes espinas, y 4.
odonelliana, A. setosa 'y A. sternbergii, con esporas con lomos altos. Sin embargo A.
capensis, distribuida en el sur de Brasil y oeste de Africa, constituye un mosaico entre
las dos morfologias. Los datos del presente trabajo, muestran que A. capensis tiene
lomos largos y altos que portan delicadas espinas en el margen. Esta especie estaria
situada, seglin andlisis filogenéticos realizados recientemente (Korall et al, 2007,
Schuettpelz & Pryer, I. c.), entre Sphaeropteris y un clado derivado mayor formado por
Cyathea y Alsophila. Los resultados presentados aportan informacion para resolver la

dudosa identidad de A. capensis y el grupo que forma con otros helechos arborescentes
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que presentan aflebias y apoyan los resultados obtenidos por Korall et al. (2006; 2007)
y Schuettpelz & Pryer (2007).

Estas observaciones se basan en las conclusiones de Liew & Wuang (1976) que,
apoyandose en estudios con microscopios Optico y electronico de barrido, sugieren que
la ornamentacion de las esporas dentro de las Cyatheaceae toma dos rumbos evolutivos
a partir del género basal Sphaeropteris, con espinas. Por un lado aparecen las esporas
“estriadas” (con lomos) caracteristicas de Alsophila, aunque algunas especies presentan
caracteres intermedios con las de Sphaeropteris. Por otro lado describen las esporas de
Cyathea, con depresiones superficiales en el exosporio y un perisporio més delgado.

La homogeneidad encontrada en la escultura y estructura del perisporio de Cyathea
atrovirens, C. corcovadensis, C. delgadii, C. hirsuta, C. leucofolis, C. phalerata, C.
villosa, sumada a caracteres del esporofito, como la morfologia de las escamas de la
base del peciolo, fortalece la teoria del género inclusivo Cyathea sensu Lellinger (1987).
En relacion a la identidad del género Trichipteris (Tryon, 1970; Barrington, 1978) y las
especies del nuevo mundo de Sphaeropteris (excepto el grupo S. horrida), se propone
que estas sean incluidas en Cyathea.

Del analisis de la ultraestructura del perisporio de las especies estudiadas se puede
interpretar que Sphaeropteris presenta caracteristicas simples, expresadas en la capa
externa, donde es muy dificil discernir la ultraestructura. Asimismo la complejidad
ultraestructural observada en Alsophila y la diferente configuracion espacial que
adquieren los cordones en Cyathea, que se ve directamente expresado en la morfologia,
demuestran el caracter derivado de estos dos ultimos géneros.

Analizando en conjunto la morfologia y ultraestructura de las esporas de la familia, se

puede visualizar una tendencia general a la reduccion del nimero de estratos del
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perisporio, la formacion de estructuras ornamentales delicadas y la complejizacion de la

superficie externa del exosporio.

Novedades taxonémicas

Como resultado del andlisis de los ejemplares objeto de estudio de esta tesis, se
comprobd que Alsophila cuspidata (Kunze) D. S. Conant no se encuentra presente en el
Cono Sur, sino que se extiende desde Panama hasta el norte de Bolivia por los Andes.
Esta especie fue citada por Gastony (1973) para Paraguay en base a dos ejemplares:
Balansa 2861 (P, pro parte) y Hassler 120 (presumiblemente en P; S). Este ultimo
representa los ejemplares tipo de Cyathea hassleriana Christ, especie incluida en la
sinonimia de 4. cuspidata por Gastony en 1973.

El andlisis de estos dos ejemplares dio como resultado que pertenecen a Alsophila
sternbergii, especie comin en Paraguay y Brasil, por lo que se incluyd Cyathea

hassleriana dentro de la sinonimia de A. sternbergii (Marquez et al., en prep.).

Paleopalinologia

Si bien no se realizaron estudios paleopalinologicos, los resultados que se desprenden
de esta tesis aportarian informacion de valor para esta disciplina. Un grave problema se
suscita a la hora de realizar asignaciones botanicas al material palinologico fosilizado ya
que, en la gran mayoria de los casos, el proceso de fosilizacion o la violencia de los
métodos utilizados para la recuperacion de material bioldgico de las rocas y sedimentos,
eliminan total o parcialmente el perisporio. Si en los estudios paleontologicos, y sobre
todo bioestratigraficos, la determinacion de las paleoespecies se realiza en funcion de
las esporas que no poseen todas sus paredes, se puede llegar a incurrir en graves errores

a la hora de las reconstrucciones paleoambientales.
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Si bien existen evidencias para incluir dentro de las Cyatheaceae a esporas triletes con
ciertas particularidades (i. e. perforaciones superficiales en el exosporio), la ausencia del
perisporio hace muy dificultosa esta tarea. Observando la gran diversidad morfoldgica
relacionada con el perisporio de las Pteridophyta (Tryon & Lugadon, 1991), se hace
muy dificultosa la tarea de identificar taxa en base solamente al exosporio, ya que
existen otros grupos de helechos que comparten las caracteristicas presentes en esta
pared, por ejemplo Dennstaedtiaceae, Dicksoniaceae, Gleicheniaceae.

En este sentido algunos investigadores han comenzado a realizar trabajos con esporas in
situ (Smith et al., 2003; Cesari, 2006; Shuklina & Polevova, 2007), donde la presencia
de perisporio optimiza las asignaciones y, de esta manera, se robustecen las
reconstrucciones paleoambientales y las teorias sobre el tiempo de aparicion de esta
familia en el registro fosil.

De todas maneras y ante la imposibilidad de encontrar esporas con perisporio, resultan
de ayuda las caracteristicas del exosporio enumeradas en los parrafos anteriores. En las
actuales latitudes hay géneros que comparten el 4rea y, teniendo en cuenta esta
situacion, la exclusion de géneros por las caracteristicas del exosporio podria ayudar a
obtener una aproximacion en la identificacion de estas paleoespecies.

Futuros estudios de la esporodermis de las esporas fosiles, que incluyan trabajos con
microscopio electrénico de transmision, permitirdn aportar mayor informacion para
comprender la ultraestructura de las paredes de las Cyatheaceae e inferir las tendencias

que prosperaron a lo largo de la historia evolutiva de la Familia.
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