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Germinacion de esporas y gametofitos de Polystichum montevidense
(Spreng.) Rosenst. (Dryopteridaceae)
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Resumen: Chambi, C. J.; Cardozo, R. M. & Martinez, O. G. 2013. Germinacion de esporas y gametofitos de Polystichum montevidense
(Spreng.) Rosenst. (Dryopteridaceae). Bot. Complut. 37: 47-52.

Se presentan caracteristicas sobre la germinacion de las esporas, el desarrollo gametofitico y la estructura de los gametofitos adultos de
Polystichum montevidense (Spreng.) Rosenst. obtenidos mediante cultivos estériles. Se encuentra que los esporangios originan 32 esporas mono-
letes con perisporio crestado. La germinacion es de tipo Vittaria y se produce a los tres dias después de la siembra. El desarrollo de los gameto-
fitos corresponde al tipo Aspidium. Los gametofitos laminares producen un solo tipo de tricomas glandulares con secrecion de naturaleza lipidi-
ca, distribuidos sobre el margen de la lamina y unos pocos sobre la superficie. Se cita por primera vez la presencia de gotas de aceite en las células
de los gametofitos adultos. La expresion sexual se manifiesta en gametofitos de mas de 100 dias de edad, originandose solamente gametofitos
femeninos. Se ilustra con fotografias obtenidas con microscopios de luz y microscopio electronico de barrido.
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Abstract: Chambi, C. J.; Cardozo, R. M. & Martinez, O. G. 2013. Germination of spores and gametophytes of Polystichum montevidense
(Spreng.) Rosenst. (Dryopteridaceae). Bot. Complut. 37: 47-52.

A description is made of characteristics of the germination of spores, gametophytic development and adult gametophyte structure of Polys-
tichum montevidense (Spreng.) Rosenst. obtained by sterile culture. It was found that sporangia produce 32 monolete spores with crested peris-
pore. The germination of Vittaria-type spores occurs three days after sowing. Gametophyte development is of the Aspidium type. The laminar ga-
metophytes have only one type of glandular trichomes, with secretion of trichomes has a lipid nature, distributed on the edge of the lamina and a
few on the surface. It is reported for the first time that adult gametophyte cells have oil droplets. Sexual expression is manifested in gametophy-
tes of more than 100 days old, with only female gametophytes. All this is illustrated with pictures recorded with light microscopes and a scanning
electron microscope.
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INTRODUCCION Polystichum montevidense (Spreng.) Rosenst. crece
en el continente americano, en Ecuador, Brasil, Uruguay
y Argentina, habita en bosques hiimedos o semihimedos,

entre los 1500-2500 m s.m. Sobre las caracteristicas de los

El género Polystichum Roth (Dryopteridaceae) tie-
ne su centro de origen en el sudeste de China, se carac-

teriza por su amplia diversidad en las regiones subtropi-
cales del viejo y nuevo mundo; comprende unas 200
especies, la tercera parte se encuentra en las regiones
montafiosas de neotrdpico y la restante en el paleotropi-
co (Barrington 2011, Little & Barrington 2003). Este gé-
nero presenta variabilidad morfoldgica en sus esporofi-
tos como producto de la frecuente hibridacion y
apogamia, lo que ocasiona dificultad en la identificacion
de los taxones (Barrington 1985, Mullenniex et al. 1999,
Kessler et al. 2005).

gametofitos de Polystichum, se menciona que el tipo de
germinacion de las esporas corresponde al tipo Vittaria,
el desarrollo gametofitico al tipo Aspidium y Adiantum, y
en los gametofitos laminares se describe la presencia de
indumento formado por tricomas (Chandra & Nayar 1970,
Gabriel y Galdn & Prada 2010, Nayar & Kaur 1971, Na-
zario-Galindo & Arreguin-Sanchez 2007, Migliaro & Ga-
briel y Galdn 2012). Ademas, se ha encontrado que los ga-
metofitos de P. acrostichoides (Michx.) Schott producen
anteridiogenos (Greer & McCarthy 1997), los de Polysti-
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chum setiferum (Forssk.) Moore ex Woyn. forman para-
cristales en sus células (Muccifora & Gori 1997) y los de
Polystichum retroso-paleaceum (Kodama) Tagawa son ca-
paces de resistir temperaturas por debajo del punto de con-
gelacion (Sato & Sakai 1980).

La finalidad de este trabajo es estudiar la germinacion
de las esporas, el desarrollo gametofitico y la estructura
de los gametofitos adultos, de P. montevidense, mediante
microcopia Optica y electronica, con el objeto de aportar
informacion al conocimiento de la biologia reproductiva
de los helechos o que pueda ser considerada entre los ca-
racteres de P montevidense cuando se realicen revisiones
taxonomicas, pues segiin Barrington (2011) es necesario
estudiar este taxon.

MATERIALES Y METODOS

El material para este estudio proviene del noroeste argen-
tino, corresponde a los ejemplares Martinez & Chambi 2046,
Chambi 287, depositados en el Herbario MCNS (Herbario del
Museo de Ciencias Naturales de Salta).

La obtencion de esporas se realizo colocando secciones de
laminas con soros maduros en sobres de papel, al cabo de 48
hs. las esporas se recogieron y se conservaron en frascos de vi-
drios estériles. El tamafio de las esporas se registro a partir de
preparaciones transitorias para microscopio de luz, se conside-
raron 100 esporas para obtener promedios. La determinacion
del numero de esporas por esporangio, se realiz aislando cap-
sulas de 20 esporangios cerradas que se rompieron por presion
entre porta y cubreobjeto. En la siembra de esporas se utiliza-
ron esporas desinfectadas con hipoclorito de sodio al 10% v/v
durante diez minutos; las siembras se realizaron en diez cap-
sulas de petri estériles, de 5 cm de didmetro con medio de cul-
tivo de Dyer gelificado con 9 g/L de agar y se mantuvieron en
camara de crecimiento a 25 + 2 °C, con fotoperiodo de 10 ho-
ras de luz e intensidad luminosa de 10 W.m2.

Para evaluar la germinacidn, se realizaron observaciones
en periodos regulares cada siete dias, durante 63 dias, en ca-
da observacion se evaluaron tres campos por cada capsula, se
determinaron cantidad de esporas germinadas y sin germinar
(se considerd como espora germinada a la emision del rizoi-
de); para evaluar el progreso de la germinacion en el transcur-
so del tiempo se realizo un analisis de regresion lineal, trans-
formando los datos de los porcentajes de germinacion en
valores logaritmicos con base 10; los resultados se graficaron
con Infostat (2008).

Para la descripcion de las etapas del desarrollo gametofi-
tico, se considerd como la edad del gametofito, al tiempo trans-
currido desde la germinacion de la espora. Para detectar lipi-
dos en los gametofitos se utilizo Sudan IV (D’ Ambrogio 1986).
Para las observaciones con microscopia electronica de barri-
do, las esporas se montaron directamente sobre platina metali-
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ca con cinta de grafito y se cubrieron con una pelicula de oro,
y los gametofitos fueron fijados previamente con glutaralde-
hido al 2 %, secados con punto critico y cubiertos con una pe-
licula de oro. Las ilustraciones se lograron con microscopio op-
tico Zeiss modelo Stindar 16 y microscopia electronica de
barrido JEOL JSM 6480 LV, pertenecientes a la Universidad
Nacional de Salta.

RESULTADOS

Los esporangios de Polystichum montevidense tienen
32 esporas; las esporas son monoletes, elipsoidales en vis-
ta ecuatorial y esferoidales en vista polar, castafias, de
34(40)44 X 28(32)37 um. Presentan perisporio plegado,
formando crestas que se entrecruzan originando un reti-
culo con areolas irregulares entre ellas (Fig. 1, 2). EI 12
% de las esporas presentan tamafio reducido, sin conteni-
do celular o esporas del tamaiio de las normales pero con
paredes colapsadas.

La germinacion de las esporas comienza a los tres
dias después de la siembra. En cada control se registran
cantidades semejantes de esporas germinadas y sin ger-

Figuras 1-2. Esporas de Polystichum montevidense. 1: esporas
monoletes de contorno elipsoidal a esferoidal. 2: detalle del pe-
risporio plegado.
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Figura 3. Relacion entre porcentaje de germinacion (escala
Log10) y cantidad de semanas, la recta indica la relacion entre
estas variables (yi= 1,64 + 0,01xi).

minar, excepto en la octava semana (56 dias después de la
siembra) donde se observa la mayor cantidad de esporas
germinadas del periodo de observaciones. La germinacion
incrementa significativamente en el transcurso del tiem-
po, asi lo indica el andlisis de regresion (b =10,01; p =
0,0321) (Fig. 3). Al finalizar el periodo del control de la
germinacion, a los 63 dias, se tiene que sobre un total de
1538 esporas observadas germina el 50 %.
Inmediatamente después de emerger el rizoide se ori-
gina, en sentido perpendicular, la primera célula con clo-
rofila llamada célula protalica, que dara origen al game-
tofito, este tipo de germinacion se denomina tipo
Vittaria. La célula protdlica se divide para formar un fi-
lamento uniseriado con cinco a seis células, a los cinco
dias desde que germinan las esporas; la célula apical del
filamento se divide en sentido trasversal, luego le siguen
divisiones celulares en diferentes direcciones en las cé-
lulas distales, transformandose el gametofito en una pe-
quefla lamina de aspecto espatular a los 10-12 dias, has-
ta que se origina un tricoma en el extremo distal,
momento donde cesa el crecimiento en longitud y se des-
arrolla una Idmina asimétrica, este tipo de desarrollo ga-
metofitico corresponde al tipo Aspidium. Cuando la 13-
mina aumenta de tamafo, continuan formandose tricomas
sobre el margen. Los tricomas son bicelulares, con una
célula basal larga o corta, que forma el pie, y una célula
globosa secretora en el extremo, la secrecion consiste en
la produccion de filamentos translicidos, que forman una
densa masa que rodea a la célula. Tanto la célula glandu-
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lar como la secrecion se tifien de rojo con Sudan IV, in-
dicando su naturaleza lipidica.

Los gametofitos laminares jovenes son asimétricos,
en la etapa adulta, 60 dias después de la siembra, adoptan
forma alargada a cordada (Fig. 4, 5), con tricomas glan-
dulares marginales y unos pocos dispersos sobre la super-
ficie adaxial y abaxial (Fig. 6, 7). Los gametofitos adul-
tos son cordiformes alargados con abundantes tricomas
(Fig. 10), las células de la lamina presentan pequefias go-
tas de aceite, que se observan refringentes con microsco-
pio de luz (Fig. 11).

La fase sexual se manifiesta a partir de los 100 dias
con ¢l desarrollo de los arquegonios sobre la superficie
ventral, por debajo de la escotadura (Fig. 8). La estructu-
ra de los arquegonios corresponde al tipo caracteristico de
los helechos leptosporangiados, con cuellos formados por
cuatro hileras de células con cuatro células cada una (Fig.
9). Los gametofitos mantenidos durante 15 meses, no des-
arrollan anteridios, ni esporofitos apogamicos.

DISCUSION

El tamaiio, color, forma y ornamentacion de las espo-
ras de P montevidense, se encuentran entre los rangos ci-
tados para este género por Tryon & Lugardon (1990), no
se registran datos de otros autores referidos a la especie
en estudio, por lo que la informacion lograda se conside-
ra de interés para caracterizar a la especie. La cantidad de
esporas, 32 por esporangio, es una caracteristica que ha-
ce presumir que la reproduccion podria ser apogdmica
(Knobloch 1966), tal como ocurre en Polystichum tsussi-
mense J. Smith (Patterson 1942), sin embargo en la espe-
cie estudiada no se encontraron esporofitos durante los 15
meses que se mantuvieron los cultivos.

La germinacion de las esporas, tipo Vittaria, la can-
tidad de células que componen los gametofitos filamen-
tosos y el tipo de desarrollo gametofitico, tipo Aspi-
dium, observados en P montevidense son caracteres
compartidos con otras especies de Polystichum, tales co-
mo P, polyblepharum C. Presl, P. ordinatum (Kunze)
Liebm., P. pycnolepis (Kunze ex Klotzsch) T. Moore
(Gabriel y Galan & Prada 2010, Nazario-Galindo &
Arreguin-Sanchez 2007, Migliaro & Gabriel y Galan
2012). El desarrollo gametofitico, tipo Aspidium, evi-
dentemente es el mas frecuente en Dryopteridaceae ya
que ha sido mencionado para otros géneros como, Arach-
niodes, Dryopteris y Elaphoglossum (Mendoza et
al.1999b, Pérez-Garcia et al. 2001, Stokey & Atkinson
1957); ademas se ha encontrado el tipo Adiantum en Ca-
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Figuras 4-9. Gametofitos laminares. 4: gametofito laminar alargado. 5: gametofito laminar cordado. 6: detalle de tricomas sobre
el margen de la ldmina. 7: detalle de tricoma sobre la superficie de la lamina. 8: arquegonios ubicados por debajo de la escotadu-
ra. 9: detalle del cuello del arquegonio mostrando las cuatro hileras de células con cuatro células cada una, obsérvese delante un
tricoma superficial.
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Figura 10-11. Gametofitos adultos. 10: detalle del gametofito adulto, cordiforme alargado, mostrando tricomas y arquegonios por
debajo de la escotadura. 11: células del gametofito con gotas de aceite (flecha sefiala gotas de aceite).

llipteris y Didymochlaena (Mendoza et al. 1999, Pache-
co & Riba 2003).

Los gametofitos laminares con tricomas son frecuen-
tes en Dryopteridaceae segin Nayar & Kaur (1971). Au-
tores como Gabriel y Galdn & Prada (2010), Nayar & Kaur
(1971), Nazario-Galindo & Arreguin-Sanchez (2007) des-
criben diferentes tipos de tricomas, unicelulares, septa-
dos, glandulares y no glandulares, sin referirse a la natu-
raleza de la secrecion. En P montevidense la forma de los
tricomas es semejante a lo expuesto para P, ordinatum (Na-
zario-Galindo & Arreguin-Sdnchez 2007) aunque la pre-
sencia de lipidos parece ser un cardcter particular para
Polystichum, pues tanto P montevidense como P. polyble-
pharum (Migliaro & Gabriel y Galan 2012) presentan se-
crecion lipidica. Otros helechos también producen lipi-
dos, aunque diferentes, tales como los descritos para
Notholaena y Argyrochosma (Johnson ef al. 2012, Gabriel
y Galan 2011), éstos helechos son de ambientes xerofilos,
muy diferente al de P montevidente que crece en el soto-
bosque de selvas hiimedas.

Los lipidos en forma de gotas de aceites, se observan
en la mayoria de los helechos desde la germinacion de las
esporas, hasta la formacion del primer rizoide y las pri-
meras células del gametofito (Raghavan 1989), pero no es
habitual encontrar dichas gotas de aceite durante la fase
laminar adulta, como se observa en P montevidense, es
probable que estos lipidos constituyan una fuente de re-
serva o eviten la deshidratacion de los gametofitos expues-
tos en la superficie del sustrato.

La expresion sexual de los gametofitos en Polystichum
es variada, se han encontrado gametofitos masculinos, fe-
meninos y/o bisexuales en P aculeatum (L.) Schott, P. lon-
chitis (L.) Roth, P ordinatum, P pycnolepis y P. setiferum

(Pangua et al. 2003, Nazario-Galindo & Arreguin 2007,
Gabriel y Galan & Prada 2010, Muccifora & Gori 1997).
En P. montevidense se desarrollan solamente gametofitos
femeninos, con arquegonios de estructura tipica a los he-
lechos leptosporangiados, como lo descrito para otras es-
pecies de Polystichum.

Autores como Gabriel y Galan & Prada (2010), Na-
zario-Galindo & Arreguin (2007) y Pangua et al. (2003)
han mencionado la formacion de esporofitos de origen se-
xual o apogdmico, entre 90-395 dias desde la siembra de
las esporas, sin embargo, en este trabajo no se desarrolla-
ron durante los quince meses que se desarrollo la expe-
riencia.

La cantidad de esporas, la falta de produccion de es-
porofitos, la presencia de lipidos en los tricomas y en los
gametofito son caracteres encontrados en P. monteviden-
se que podrian estar relacionados con factores ambienta-
les y/o factores genéticos que merecen ser tenidos en cuen-
ta para futuros estudios sobre P. montevidense, pues
Barrington (2011) indica que Polystichum necesita una re-
vision y Kessler et al. (2005) se refieren a P monteviden-
se como un complejo de especies debido a la dificultad
que presentan al momento de su determinacion.
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